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Ubersichtsartikel

Simone B. Sartori und Nicolas Singewald*

Neue pharmakologische Strategien zur
Augmentation von Extinktionslernen in der

Angsttherapie

https://doi.org/10.1515/nf-2017-0011

Zusammenfassung: Trotz Fortschritten in der Behandlung
von Angst-, Trauma- und belastungsbezogenen Stérungen
ist der langfristige therapeutische Erfolg bei einem be-
trachtlichen Teil der Patienten noch immer unzureichend.
Eine Option zur Therapieweiterentwicklung besteht in
der pharmakologischen Optimierung der expositionsba-
sierten Verhaltenstherapie. Ziel ist die Augmentation der
Furchtextinktion, dem zentralen Mechanismus der Ex-
positionstherapie, mittels Neuroenhancer und anderen
Substanzen. Aufbauend auf Erkenntnissen aus Tier- und
Humanstudien iiber die an erfolgreicher Furchtextinkti-
on beteiligten neuronalen Schaltkreise und neurobiolo-
gischen Mechanismen konnten verschiedene pharma-
kologische Angriffspunkte identifiziert werden, iiber die
Extinktion verbessert und auch gestorte Furchtextinkti-
onsprozesse normalisiert werden kénnen. Wir prasentie-
ren anhand ausgewdhlter Beispiele u.a. translationale
Evidenz, furchtinhibitorisches Extinktionslernen durch
L-DOPA und D-Cycloserin zu verstarken, und diskutieren
das Potenzial von HDAC-Inhibitoren und microRNAs als
Modulatoren mit epigenetischen Angriffspunkten, sowie
von Neuropeptid S als Modellsubstanz mit kombinierten
akut anxiolytischen und extinktionsfordernden Eigen-
schaften. Die hier prdsentierten Mechanismen stellen
vielversprechende neue Anséatze zur Verbesserung der Ef-
fizienz und Akzeptanz von Expositionstherapien dar mit
dem Ziel, pathologische Angstsymptomatik langfristig
kontrollierbar zu machen. Sie stehen stellvertretend fiir

*Korrespondenzautor: Nicolas Singewald, Institut fir Pharmazie,
Abteilung Pharmakologie und Toxikologie, Zentrum fiir Molekulare
Biowissenschaften Innsbruck (CMBI), Leopold-Franzens-Universitat
Innsbruck, Innrain 80-82, A-6020 Innsbruck, Austria, E-Mail:
nicolas.singewald@uibk.ac.at

Simone B. Sartori, Institut fiir Pharmazie, Abteilung Pharmakologie
und Toxikologie, Zentrum fiir Molekulare Biowissenschaften Inns-
bruck (CMBI), Leopold-Franzens-Universitat Innsbruck, Innrain 80—
82, A-6020 Innsbruck, Austria, E-Mail: simone.sartori@uibk.ac.at

weitere entdeckte, vom Konzept her dhnliche Substanzen
jedoch mit anderen pharmakologischen Angriffspunkten.

Schliisselwdrter: Furchtextinktion; Cognitive enhancer;
L-DOPA; Neuropeptid S; D-Cycloserin

Einleitung

Bei einer Lebenszeitprdvalenz von 20 bis zu 30% leben
ca. 62 Mio. Personen in Europa mit der Diagnose einer
Angst-, Trauma- oder belastungsbezogenen Storung (Witt-
chen et al., 2011; Bandelow und Michaelis, 2015). IThnen
gemeinsam ist das Empfinden und Auftreten von unange-
messener Furcht, Angstzustanden, Vermeidungsverhalten
und Stressreaktionen vielfach ausgel6st durch bestimmte
Schliisselreize — diese kénnen Objekte, Situationen und
andere extrinsische, aber auch intrinsische Stimuli sein.
Haufig spielen dabei erlernte Verhaltensmuster z.B. im
Zuge von Konditionierungen eine Rolle, wobei die betei-
ligten Assoziationen von konditionierten Stimuli (CS) und
unkonditionierten Stimuli (US) (siehe Exkurs 1) oft nicht
bewusst sind. Aufgrund eines oftmals friihen Krankheits-
beginns leiden Patienten Jahre, manchmal Jahrzehnte an
ihrer Angststorung. Viele dieser Stérungen sind verbun-
den mit einer relativ hohen Riickfallwahrscheinlichkeit
und verschiedenen Begleiterkrankungen, wie Depression
und Suchterkrankungen. Neben der verminderten Lebens-
qualitdt und dem Leidensdruck der Betroffenen und ihres
sozialen Umfelds sind die volkswirtschaftlichen Ausgaben
fiir medizinische Behandlungen, fiir Folgekosten, insbe-
sondere die indirekten Kosten fiir Krankenstdnde, Friih-
pensionierungen, verminderte Produktivitit am Arbeits-
platz etc. betrdchtlich. Kosten fiir Therapien stehen jedoch
etwa dem vierfachen Gewinn durch geleistete Arbeit und
Beitrdgen am Bruttoinlandsprodukt der Patienten gegen-
tiber (Chisholm et al., 2016).

Die derzeit etablierten Therapien von Angststérun-
gen beinhalten psychotherapeutische und pharmakologi-
sche Interventionen und deren Kombination, die darauf



198 —— Simone B. Sartori und Nicolas Singewald: Strategien zur Augmentation von Extinktionslernen

abzielen, die Ausprdagung der auftretenden Symptome
zu dampfen und die erlernte Furcht zu inhibieren (siehe
Exkurs 1). Im Idealfall werden Patienten dazu von Psy-
chiatern und Psychotherapeuten betreut. In der medika-
mentésen Langzeitbehandlung kommen iiberwiegend
Antidepressiva wie Selektive Serotonin- (SSRIs) und/oder
Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer zum Einsatz. Die-
se vermogen die Furchtreaktion und Angstsymptomatik
zu vermindern und den Antrieb/Motivation den indivi-
duellen Anforderungen entsprechend zu modulieren. In
der akuten Angstphase konnen zur Dampfung der Sym-
ptome voriibergehend Anxiolytika wie Benzodiazepine
(z. B. Lorazepam, Alprazolam) verabreicht werden — eine
Langzeitbehandlung ist aufgrund ihres Abhédngigkeits-
potenzials nicht empfohlen. Neben der Medikation gibt
es eine Reihe psychotherapeutischer Interventionen, die
u. a. darauf ausgerichtet sind, die bei Angsterkrankungen
oft mangelhaften, furchtinhibitorischen Mechanismen zu
starken und zu lernen, die Angstsymptomatik besser zu
kontrollieren. Besonders wichtig fiir die verhaltensthera-
peutische Behandlung ist die Expositionstherapie. Dabei
wird der Patient wiederholt mit angstbesetzten Reizen
und Erinnerungen konfrontiert (daher auch als Konfron-
tationstherapie bezeichnet). Durch die dabei gemachten
Erfahrungen, dass die erwartete Gefahr/unertragliche Si-
tuation nicht oder nicht in dem erwarteten Ausmaf3 einritt
(Kontingenzerwartung, ,prediction error®), wird neues
Lernen initiiert, die angstbesetzte Situation neu bewer-
tet, und die antizipatorische Furchtreaktion und Vermei-
dungsverhalten reduziert (siehe Exkurs 1). Extinktion als
zentraler Mechanismus der Expositionstherapie beinhal-
tet ein aktives, neues inhibitorisches Assoziationslernen,
wahrend (vor allem bei der prolongierten Exposition)
ebenfalls beteiligte Habituationsmechanismen nicht asso-
ziativer Natur sind. Die neu enkodierten Gedadchtnisspu-
ren fiir ,,CS-kein US“ (Sicherheit) unterdriicken die ver-
haltensméflige Auspragung der noch weiter bestehenden
(Furcht)-Gedéachtnisspuren. Daran sind implizite und je
nach Ausmafl der kognitiven Anleitung des Therapeuten
auch explizite Geddchtnisinhalte beteiligt.

Trotz guter Erfolge ist die Expositionstherapie nicht
bei allen Patienten effektiv. So zeigt sich bei bis zu 40%
der Patientengruppe, die die Therapie auch abschloss,
kein klinisch relevanter Behandlungserfolg (Bandelow
und Michaelis, 2015). Selbst nach einer zunichst erfolg-
reichen Expositionstherapie ist die Riickfallquote relativ
hoch, was u.a. darauf zuriickzufiihren ist, dass das ini-
tiale Furchtgeddchtnis durch Extinktion nicht geldscht
wird. Dadurch kann durch bestimmte Ausléser/Umstéin-
de die urspriingliche Furchtgedachtnisspur reaktiviert
und die Furchtreaktion wieder ausgelost werden: i) durch
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langeren zeitlichen Abstand nach Beendigung der letzten
Expositionssitzung (Spontanerholung der Furchtreakti-
on, ,,spontaneous recovery“), ii) durch Konfrontation mit
dem angstbesetzten Stimulus in einem anderen Kontext,
auflerhalb der ,,sicheren Therapieumgebung® (kontextab-
hédngige Erneuerung der Furchtreaktion, ,,renewal”) oder
iii) durch Wiederbeleben der Furchtassoziation nach Erle-
ben aversiver Stimuli wie dem urspriinglichen Furchtreiz
oder allgemeinen starken stressbelasteten Ereignissen
(Wiedereinsetzen der Furchtreaktion, ,reinstatement®).
Ein weiterer moglicher Nachteil der Therapie ist die auftre-
tende subjektiv unertragliche psychische Belastung, vor
der ein betrachtlicher Anteil der Patienten zuriickschreckt
(,Angst vor der Angst®).

Mit verschiedenen, in den letzten Jahren neu entwi-
ckelten Ansdtzen will man nun die Effektivitdt der Expo-
sitionstherapie verbessern und auftretende Belastungen
vermindern. Der aktuelle Forschungsfokus liegt auf einer
deutlichen Foérderung des inhibitorischen Lernens wéah-
rend der Therapiesitzung (Extinktionstraining) und der
Konsolidierung in ein Extinktionsgedachtnis (siehe Ex-
kurs 1). Nicht-pharmakologische Optimierungsansitze rei-
chen von der ,,Dosierung® und/oder variablen Gestaltung
der Exposition, iiber dem Widerlegen der angstbezogenen
Erwartungen, dem Entfernen von Sicherheitssignalen (Pit-
tig et al., 2016) bis zur Nutzung von Konsolidierungsme-
chanismen im Schlaf. Die Hoffnung, durch Kombination
mit aktuell verwendeter Angstmedikation (Anxiolytika)
synergistische Therapieeffekte zu erzielen und gleich-
zeitig auch die psychische Belastung vor der Exposition
abzuschwichen, wurden bisher nicht erfiillt (Hofmann
et al., 2009; Otto et al., 2010). Alternative pharmakologi-
sche Ansitze zielen deshalb auf Substanzen ab, die den
neuen Lernprozess initiieren helfen und die Bildung eines
furchtinhibierenden Extinktionsgedachtnisses (z. B. Neu-
roenhancer) fordern, indem sie theoretisch auf Mechanis-
men wie Aufmerksamkeit, Motivation, Encodierung u. a.
einwirken konnten, vor allem aber die Konsolidierung
des Extinktionsgeddchtnisses in eine Langzeiterinnerung
starken sollen. Dies geschieht durch Interaktion mit Sig-
nalkaskaden in Hirnregionen und Schaltkreisen, die fiir
Extinktionsprozesse wichtig sind (Exkurs 2). Obwohl das
Erleben der Angst wiahrend der Exposition fiir den the-
rapeutischen Lerneffekt eine wichtige Komponente sein
konnte, versucht man auch Substanzen mit akut angstlo-
sender Wirkung ohne geddchtnisbehindernder Sedierung
zu entwickeln. Derzeit erfiillt kein in der Angsttherapie zu-
gelassenes Medikament alle diese Anforderungen [Uber-
sicht in (Singewald et al., 2015)].

Wir stellen hier eine Auswahl von Arzneistoffen und
Modellsubstanzen vor, die basierend auf fortschreiten-
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den Kenntnissen aus Tier- und Humanstudien (Milad und
Quirk, 2012) iiber die der Extinktion zugrunde liegenden
neuronalen Schaltkreise und Mechanismen (Exkurs 2)
entwickelt wurden. Diese stehen stellvertretend fiir hier
nicht weiter erwdhnte Substanzen mit vergleichbaren,
jedoch iiber andere primdre Mechanismen erreichbare
Wirkungen wie z.B. Glukokortikoide, Yohimbin, Neuro-
peptide wie Neuropeptid Y, Opioide und Oxytozin, Wachs-
tumsfaktoren wie BDNF und Fibroblast-Wachstumsfak-
tor-2, Cannabinoide, mGLUR7 Rezeptoren [Ubersicht in
(Graham et al., 2011; Singewald et al., 2015)]. Sie fordern
Mechanismen zum Erwerb und/oder Konsolidierung des
Extinktionsgedédchtnisses (Exkurs 1) und werden z. T. be-
reits klinisch getestet. Es sind dies Beispiele, die in unter-
schiedlichen Stadien ihrer Entwicklung stehen (von sehr
frithen Stadien bei Testungen an Nagern bis zu klinischen
Phase II - Studien) und zu deren Erkenntnisgewinn auch
unsere Arbeitsgruppe zusammen mit Kollaborationspart-
nern beigetragen haben: L-DOPA und vor allem D-Cyclo-
serin (DCS) als Beispiele fiir Substanzen, die bereits fiir
andere Indikationen zugelassen und am weitesten in ihrer
Entwicklung sind, sowie die in sehr frithen Entwicklungs-
stadien stehenden HDAC-Inhibitoren und microRNAs als
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Beispiele epigenetischer Angriffspunkte, sowie Neuro-
peptid S (NPS) als Modellsubstanz fiir kombiniert akut
anxiolytischen und extinktionsférdernden Eigenschaften.
Da eine einmalige Applikation der Substanzen zeitnah zur
Expositionssitzung erfolgen soll, werden im Vergleich zu
chronischen Verabreichungen weniger Nebenwirkungen
und bessere Compliance der Patienten erwartet.

D-Cycloserin: eine translationale
Erfolgsgeschichte

Basierend auf tierexperimentellen Studien, die zeigen,
dass die Aktivierung glutamaterger N-Methyl-D-Aspartat-
(NMDA) Rezeptoren mafgeblich am Furcht-Extinktions-
lernen beteiligt ist, wurde im Jahr 2002 erstmalig von
der extinktionsunterstiitzenden Wirkung des partiellen
NMDA-Rezeptor — Agonisten DCS berichtet [Ubersicht in
(Otto et al., 2016)]. DCS bindet direkt an Glycin-sensitive
NMDA-Rezeptoren in extinktionsrelevanten Hirngebie-
ten wie z.B. der Amygdala (Exkurs 2) und fordert einen
wichtigen, der Gedachtnisbildung zugrunde liegenden
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molekularen Mechanismus, die Langzeitpotenzierung
(LTP). Weitere préklinische Studien in verschiedenen
Spezies bestétigten die positiven Wirkungen von DCS zur
Forderung des Extinktionslernens und vor allem der Kon-
solidierung dieser Gedichtnisinhalte [z. B. (Sartori et al.,
2016), Ubersicht in (Singewald et al., 2015)]. Da DCS ein
seit Langem zur Behandlung von Tuberkulose zugelasse-
ner Arzneistoff ist, wurden bereits zwei Jahre spéter erste
vielversprechende Daten von K. Ressler und Mitarbeitern
iiber die Kombination von DCS mit Verhaltenstherapie in
Patienten mit Hohenphobie vertffentlicht, denen Studien
in Patienten mit spezifischen Phobien, Panikstorungen,
Zwangsstorungen und posttraumatischen Belastungssto-
rungen folgten. In den ersten Untersuchungen zeigte sich,
dass die Expositionstherapie bestimmter Angststérungen
deutlich effektiver mit dem Zusatz von DCS verlief. Es folg-
ten jedoch widerspriichliche Ergebnisse, sodass verschie-
dene Metaanalysen kein eindeutiges Ergebnis hinsichtlich
einer extinktionsférdernden Wirkung von DCS zeigten
[Ubersicht in (Otto et al., 2016)]. Das kénnte neben der He-
terogenitdt der untersuchten Storungen und Begleitmedi-
kationen (z. B. SSRIs) auch damit zusammenhéngen, dass
man der Moglichkeit zusatzlicher Wirkungen von DCS zu
wenig Beachtung geschenkt hatte. Inzwischen weifd man,
dass es bei Expositionssitzungen, bei denen sich keine
Furchtreduktion (entsprechend dem habituationsbasier-
ten Modell der Extinktion) zeigt, zu einer Forderung der
Rekonsolidierung des Furchtgeddchtnisses kommen kann
[Ubersicht in (Otto et al., 2016)]. Dementsprechend schla-
gen aktuelle Empfehlungen eine Verabreichung von DCS
ausschliefilich direkt nach ,,erfolgreicher” Expositionssit-
zung in einer kontrollierten, stressfreien Umgebung vor.
Dies scheint auch fiir andere gedadchtnisférdernde, phar-
makologische Interventionen zu gelten (siehe unten und
Exkurs 1). Wenn DCS so ein- bis wenige Male in niedriger
Dosis in einem befristeten Zeitraum gezielt verabreicht
wird, kann es den Therapieerfolg von Expositionssitzun-
gen erhohen [Ubersicht in (Otto et al., 2016)]. Zahlreiche
derzeit angemeldete Studien mit verschiedenen Patien-
tengruppen (siehe https://clinicaltrials.gov/) sollen dies
weiter abklaren.

L-DOPA

Der Neurotransmitter Dopamin gehort zur Gruppe der
Katecholamine und kommt verbreitet im Gehirn vor. Fiir
Extinktionsprozesse potenziell wichtige dopaminerge
Projektionen ziehen vom ventralen Tegmentum zum me-
dialen préfrontalen Kortex (mPFC), Hippocampus und zur
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Amygdala, die Schliisselfunktionen bei der Prozessierung
der Furchtextinktion einnehmen (siehe Exkurs 2), sowie
zum Nucleus accumbens [Ubersicht in (Abraham et al.,
2014)]. Wahrend und nach einer erfolgreichen Extinkti-
onssitzung ist die Dopaminfreisetzung im mPFC gestei-
gert [Ubersicht und Originalliteratur in (Singewald et al.,
2015)] und wichtige Marker dopaminerger Signalwege in
der Amygdala werden hochreguliert (Whittle et al., 2016).
In einer translationalen Studie zeigten die Arbeitsgrup-
pen von R. Kalisch und H.C. Pape zusammen mit uns auf,
dass die Verabreichung von L-DOPA, einer Biovorstufe
von Dopamin, das Extinktionsgeddchtnis in nicht-extink-
tionsgestorten Mausen und Menschen weiter férdert und
das Riickfallrisiko von Furchtreaktionen in beiden Spe-
zies deutlich senkt (Haaker et al., 2013). Zudem konnten
wir vor Kurzem extinktionsauslosende Wirkungen einer
Einmaldosis von L-DOPA erstmals auch in einem klinisch
relevanten Mausmodell defizitdrer Extinktion nachweisen
[(Whittle et al., 2016), siehe Exkurs 1)]. Es bleibt abzuwar-
ten, ob diese vielversprechenden Ergebnisse in der klini-
schen Testung auch auf Angstpatienten iibertragen wer-
den konnen. Nachdem L-DOPA ein bereits zugelassener
Arzneistoff fiir die Behandlung von Morbus Parkinson ist,
ist seine liberwachte, einmalige Gabe vor bzw. nach einer
begrenzten Zahl von Expositionssitzungen als sehr sicher
anzusehen, was die Genehmigung der Durchfiihrung von
entsprechenden klinischen Studien erleichtert. Unter-
mauert wird dies zudem durch die beschriebene, verbes-
serte und langandauernde Wirkung der Expositionsthera-
pie in einer kleinen Gruppe von behandlungsresistenten
Patienten mit posttraumatischer Belastungsstorung nach
Kombination mit MDMA (3,4-Methylendioxy-N-methylam-
phetamin; ,,Ecstasy*), wodurch dopaminerge (neben sero-
tonergen und anderen Transmittern) Signalwege aktiviert
werden [Ubersicht in (Singewald et al., 2015)].

Die extinktionsverbessernden Mechanismen von
L-DOPA sind wenig geklart, diirften aber u. a. iiber Verbes-
serung der Konsolidierung des neuen Extinktionslernpro-
zesses und die Modulation der Furchtexpression mediiert
werden [Ubersicht in (Abraham et al., 2014; Singewald et
al., 2015)]. Moglicherweise beeinflusst die Férderung do-
paminerger Signalwege auch Motivation, Kontingenzer-
wartung, die Salienz des angstbesetzen Stimulus wahrend
des Extinktionslernens oder auch kontextuelle Informati-
onsprozessierung [(Andre und Manahan-Vaughan, 2015;
Lissek et al., 2015), Ubersicht in (Abraham et al., 2014)].
Neben den potenziell beteiligten Hirngebieten (siehe Ex-
kurs 2) ist zu kldaren, welche(r) Dopaminrezeptor(en) die
extinktionsférdernden Wirkungen von L-DOPA vermitteln.
Dopamin aktiviert fiinf metabotrope Rezeptoren, die vor-
nehmlich entweder an stimulierende G, oder G,, Protein
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(D1-artige Rezeptoren) oder an ein inhibierendes G, Pro-
tein (D2-artige Rezeptoren) gekoppelt sind, jedoch auch
weitere Signalwege niitzen [Ubersicht in (Abraham et al.,
2014)]. Soweit bekannt, kontrollieren D1- und D2-artige Re-
zeptoren in einem feinabgestimmten Zusammenspiel die
neuronale Aktivitdt in der Amygdala und im mPFC (siehe
Exkurs 2). Tatsdchlich verbessert die Aktivierung von D1-
Rezeptoren im mPFC die Konsolidierung der Furchtextink-
tion (eventuell via Interaktion mit exzitatorischen NMDA-
Rezeptoren und LTP-abhingigen Mechanismen), wobei
eine D5-Rezeptor-vermittelte Komponente aufgrund der
mafligen Selektivitdt der verfiigharen Liganden nicht voll-
stindig ausgeschlossen werden kann [Ubersicht in (Abra-
ham et al., 2014; Singewald et al., 2015)]. Nachdem jedoch
neueste Daten (mit einer allerdings konventionell gene-
tisch veranderten Mauslinie) unter Umgehung dieses Se-
lektivitdtsproblems darauf hinweisen, dass D1-Rezeptoren
weniger als bisher angenommen an bestimmten Formen
des Assoziationslernens beteiligt sind (Abraham et al.,
2016), erscheint es nun naheliegend, die Rolle der ande-
ren Dopaminrezeptoren bei Furchtextinktion verstarkt ins
Auge zu fassen, zumal Dopamin mit hoherer Affinitdt an
diese als an D1-Rezeptoren bindet.
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Neuropeptid S

Ein weiteres zu verbesserndes Therapieproblem ist, dass
ca. 30% der Patienten die Teilnahme an einer Expositions-
therapie verweigern, aufgrund der erwarteten (unertrig-
lichen) Angst-/Stressreaktion wahrend der Konfrontation
mit dem furchtauslésenden Stimulus. Die Verabreichung
akut angstlosender Substanzen wie Benzodiazepinen vor
der Expositionstherapie kdnnte hierbei hilfreich sein. Es
zeigte sich jedoch, dass Benzodiazepine zwar die auftre-
tende Angst dampfen und dadurch vielfach die Exposi-
tion erst ermdglichen, aber durch ihre sedative Wirkung
Extinktionsprozesse stéren, sowie sogar eine Art ,,intero-
zeptiven Zustand® hervorrufen, der auch ein zustandsab-
héangiges Lernen ausldst. Insgesamt wurde dadurch die
Effizienz der Expositionstherapie eher vermindert [Uber-
sicht in (Otto et al., 2010)]. Ebenso sind fiir diesen Zweck
Psychostimulantien wie z. B. Amphetamine, die Vigilanz
und z. T. die Aufmerksamkeit steigern, aufgrund ihrer feh-
lenden anxiolytischen Wirkung nicht geeignet. Gesucht
werden daher in diesem Zusammenhang Substanzen, die
sowohl angstlosende als auch Lernprozess-fordernde Ei-
genschaften aufweisen.
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Einige Studien weisen darauf hin, dass das aus 20
Aminosduren bestehende NPS diesen Anforderungen als
Modellsubstanz gerecht werden kénnte. Die Expression
von NPS im Gehirn ist im Verhdltnis zu anderen Neuro-
modulatoren limitiert, der NPS -Rezeptor kommt jedoch in
jenen Teilen des Gehirns von Nagern vor, in denen Extink-
tion prozessiert wird (siehe Exkurs 2). In tierexperimen-
tellen Studien wurden die speziellen pharmakologischen
Wirkungen von NPS aufgedeckt, ndmlich gleichzeitig an-
xiolytisch, antriebs- bzw. aufmerksamkeitssteigernd und
zusatzlich noch Extinktionsgeddchtnisférdernd zu sein
[(Jungling et al., 2008; Slattery et al., 2015); Ubersicht in
(Reinscheid et al., 2005)]. Zudem kann NPS Extinktions-
lernen auch in vollig extinktionsdefizitdren Nagern initiie-
ren, wobei bereits zu Beginn des Extinktionstrainings eine
anxiolytische/furchtinhibitorische Wirkung beobachtet
wird (Sartori et al., 2016). Mechanismen dieser Wirkungen
von NPS wurden bisher im Gehirn von Nagern untersucht
und fiihren dort u.a. vermutlich {iber eine Stimulation
von hochspezifischen inhibitorischen Interneuronen, den
sogenannten interkalierten Zellen (ITCs) zu einer Damp-
fung der Aktivitdt der Furcht-output — Neurone in der zen-
tromedialen Amygdala [siehe Exkurs 2; Ubersicht in (Pape
und Wotjak, 2013)]. Zusétzlich scheint NPS weitere extink-
tionsrelevante Neurotransmittersysteme einschliefllich
Dopamin im mPFC und Hippocampus zu modulieren. In
wieweit diese Daten von Nagern auf den Menschen iiber-
tragen werden konnen, ist im Moment u. a. auch aufgrund
fehlender Informationen iiber die genaue Verteilung des
NPS Systems im Menschen unklar, jedoch sollten bereits
erste bekannte speziesspezifische Unterschiede bei der
Entwicklung des NPS-Systems als potenzielles pharma-
kologisches Angriffsziel beriicksichtigt werden (Adori et
al., 2015). Interessanterweise wurden Polymorphismen im
NPS-Rezeptor, die dessen Funktion verdndern, mit einer
erh6hten Inzidenz fiir Panikstorungen (Domschke et al.,
2011) in Zusammenhang gebracht, was die Bedeutung als
hoffnungsvolles Target unterstreicht.

Ungeachtet der vielversprechenden prdklinischen
Ergebnisse ist jedoch eine Begleittherapie mit NPS zur
Expositionstherapie von Patienten in naher Zukunft vor
allem deshalb unwahrscheinlich, weil aktuell kein hirn-
gidngiger NPS-Rezeptor — Agonist bzw. auch kein funkti-
onell-selektiver Agonist (,,biased agonist“) mit potenziell
verbessertem Nebenwirkungsprofil verfiigbar ist (Clark et
al., 2017). Wahrend die Entwicklung solcher nicht-Peptid
NPS-Rezeptor-Agonisten intensiv verfolgt wird, konnte
auch die Applikation von NPS iiber die Nasenschleimhaut
eine mogliche nicht-invasive Verabreichungsmethode
darstellen, die bereits fiir andere Neuropeptide wie z. B.
Oxytozin eingesetzt wird. Dieser Ansatz wird durch erste
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Erfolge in Mdusen unterstiitzt, die zeigen, dass bereits 30
Minuten nach intranasaler Applikation geringe Mengen
an NPS das Gehirn erreichen, dort an NPS-Rezeptoren
binden und anxiolytische Wirkungen auslosen (Ionescu
et al., 2012; Lukas und Neumann, 2012).

Epigenetische Mechanismen

Die Bildung eines Extinktionsgeddchtnisses beinhaltet
ein Zusammenspiel aus zielgerechter Signaltransdukti-
on, Genexpression und Translation spezifischer Proteine,
die fiir Lern- und Ged&achtnis-assoziierte Mechanismen
einschliellich synaptischer Plastizitdat wichtig sind. Die
Aktivitdt von Genen bzw. die Genexpression wird iiber
verschiedene epigenetische Mechanismen reguliert. Beim
Extinktionslernen sind neben Regulationsmechanismen,
wie die microRNAs miR128b (Lin et al., 2011) oder miR144
[(Murphy etal., 2017); Ubersicht in (Singewald et al., 2015)],
auch Modifikationen von DNA und DNA-assoziierten
Proteinen, den Histonen, von Bedeutung. Insbesondere
scheint vor allem das Ausmaf3 der Histonazetylierung bei
Extinktionsprozessen wichtig zu sein. Histonazetyltrans-
ferasen libertragen Azetylreste auf die Lysin-Aminosduren
an N-terminalen Enden von Histonproteinen und férdern
u. a. durch die damit verbundene Auflockerung des Chro-
matins die Genexpression, wahrend Histondeazetylasen
(HDAC) Azetylgruppen von Lysinen entfernen und so die
Gentranskription behindern. Die Feinabstimmung von
Azetylierung und Deazetylierung von Histonen wahrend
und nach dem Extinktionstraining bestimmt letztendlich,
ob und wie ausgepragt die fiir die Entstehung eines sta-
bilen Extinktionsgeddchtnisses wesentliche Genexpres-
sion und nachgeschaltete Prozesse stattfinden. Obwohl
unsere Kenntnisse iiber involvierte Substrate derzeit noch
limitiert sind, scheint die vermehrte Azetylierung in der
Promoterregion des Wachstumsfaktors BDNF (Brain-de-
rived neurotrophic factor), bestimmter NMDA-Rezeptoren
Untereinheiten (z. B. grin2b), der Neuroplastizitéts-asso-
ziierten Immediate Early Genes einschlieflich c-fos und
arc sowie dopaminerger Gene (Whittle et al., 2016) eine
wesentliche Rolle bei der Extinktionskonsolidierung zu
spielen [Ubersicht in (Singewald et al., 2015)].
Histonazetylierung kann pharmakologisch durch
HDAC-Inhibitoren gesteigert werden. Die Verabreichung
verschiedener HDAC-Inhibitoren begleitend zur Extink-
tion wurde in Tierstudien untersucht. Trichostatin A,
Natriumbutyrat, Entinostat (MS-275), Vorinostat (SAHA),
Valproat (VPA) und Cl-944 zeigen alle furchtextinktions-
steigernde Wirkung [Ubersicht in (Singewald et al., 2015)].
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Durch Cl944, MS-275 und SAHA konnten auch Extinkti-
onsdefizite in verschiedenen Tiermodellen aufgehoben
werden, was auf ein mogliches klinisches Potenzial dieser
Substanzen hinweist. Wie unsere Arbeitsgruppe kiirzlich
zeigen konnte, war die durch MS-275 verbesserte Furchtex-
tinktion in extinktionsdefizitiren Mausen von einer er-
hohten Histon H4 Azetylierung in extinktionsrelevanten
Hirngebieten begleitet (Whittle et al., 2016). Die bisher ge-
testeten Substanzen sind unspezifische HDAC-Inhibitoren
und inhibieren mehrere HDAC Isoformen, praferenziell
jene der Klasse 1, zu denen HDAC1, HDAC2, HDAC3 und
HDACS8 zahlen. Mithilfe genetisch verdnderter Mauslini-
en wurden erste Hinweise erhalten, dass durch Gen-Si-
lencing der HDAC2, nicht aber HDAC1 im Vorderhirn die
Furchtextinktion verbessert wird [Originalliteratur und
Ubersicht in (Singewald et al., 2015)]. Die Entwicklung von
spezifischen HDAC-Inhibitoren zur Reduktion potenzieller
Nebenwirkungen und auch Effektivitdtssteigerung wird
derzeit vorangetrieben.

Konzept einer Dualpharmako-
therapie begleitend zur
Expositionstherapie

In extinktionsdefizitdren Individuen, wie sie Angstpati-
enten oftmals darstellen (siehe Exkurs 1), reicht die Ver-
abreichung eines einzelnen Arzneistoffs begleitend zur
Furchtextinktion in vielen Fillen nicht aus, um extink-
tionsgeddchtnissteigernde Mechanismen so zu stdrken,
dass zeitliche, raumliche oder stressabhédngige Furchtrezi-
diven verhindert werden kdnnen [Ubersicht in (Singewald
et al., 2015)]. Uberdies weist aktuell kein hirngingiger
Arzneistoff neben gedidchtnisférdernden auch akut an-
xiolytische zusammen mit nicht-sedierenden Wirkungen
auf, wodurch eine Kombination geeigneter Substanzen
anzudenken ist. So konnte erstmals in extinktionsdefi-
zitdren Mausen gezeigt werden, dass nur die kombinier-
te Applikation von NPS vor und DCS nach erfolgreichem
Extinktionstraining, nicht aber von NPS alleine, zu einem
robusten Extinktionsgedachtnis fiihrt, das den unter-
schiedlichen Arten der Furchtriickkehr standhilt (Sartori
et al., 2016). In Anlehnung an dieses dualpharmakothe-
rapeutische Konzept werden Furchtrezidiven in extinkti-
onsdefizitdren Mausen auch durch die Kombination von
L-DOPA mit dem HDAC-Inhibitor MS-275 begleitend zum
Extinktionstraining reduziert (Whittle et al., 2016).
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Zusammenfassung und Ausblick

Wir geben hier eine Auswahl mdéglicher pharmakologi-
scher Strategien zur Starkung von Extinktionsprozessen
im Zuge von Expositionssitzungen. Ziele dieser Strategien
sind verbesserte Erfolge der Expositionstherapie hinsicht-
lich Effizienz, Langzeiterfolg und Akzeptanz. Basierend
auf der Erweiterung unseres Wissens iiber extinktionsre-
levante Schaltkreise und biologische Mechanismen [siehe
Exkurs 2; Ubersicht in (Milad und Quirk, 2012)], die bei
Patienten mit Angst-, Trauma- oder belastungsbezogenen
Stérungen oft gestort sind, ist eine rationale Anwendung
bestimmter Substanzen an validierten Tiermodellen so-
wie bereits an gesunden Probanden und an geeigneten
Patientengruppen untersucht worden (siehe Exkurs 3).
Mit diesen Kenntnissen war es auch mdoglich, neuartige
(z. B. NPS) und hier nicht ndher diskutierte pharmakologi-
sche Angriffspunkte wie z. B. Glukokortikoide, Yohimbin,
Neuropeptide wie Neuropeptid Y, Opioide und Oxytozin,
Wachstumsfaktoren (BDNF und Fibroblast-Wachstums-
faktor-2), Cannabinoide, mGLUR7 Rezeptoren, die z.T.
noch sehr am Beginn der Entwicklung stehen, aber auch
nicht-pharmakologische Strategien wie Tiefenhirnstimu-
lation im Nucleus Accumbens abzuleiten [Ubersicht in
(Graham et al., 2011; Singewald et al., 2015)].

Der gezielte Einsatz von solchen potenziell gedacht-
nisférdernden Substanzen in engem zeitlichen Zusam-
menhang mit erfolgreichem Extinktionstraining hat in
den letzten Jahren zunehmende Aufmerksambkeit erhal-
ten. Die Entwicklung von DCS spiegelt beispielshaft ge-
lungene, translationale Forschung vom Tierexperiment
bis zur Anwendung am Patienten wider, der hoffentlich
weitere Substanzen wie z.B. L-DOPA demnéchst folgen
werden (Exkurs 1-3). Durch die tierexperimentelle und kli-
nische Forschung wurde die pharmakotherapeutisch un-
terstiitzte Furchtextinktion weiter optimiert, um off-target
Effekte, wie die mégliche Forderung der Rekonsolidierung
der initialen Furchtgedachtnisspuren, zu vermeiden. Das
Konzept eines dualpharmakotherapeutischen Ansatzes
erdffnet neue Wege, um angstlésende mit gedachtnisfor-
dernden Substanzen zu kombinieren und damit auch die
psychische Belastung der Patienten vor und bei der Expo-
sitionstherapie zu vermindern.

Derzeit werden die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen sowie das Zusammenspiel einzelner Hirn-
gebiete und Schaltkreise fiir die Extinktionsférderung
durch Neuroenhancer, epigenetische Modulatoren und
andere Lern- und Gedédchtnis modulierende Ansétze pri-
mar an Nagern studiert (siehe Exkurs 2) und miissen in
Humanstudien bestétigt bzw. adaptiert werden. Die bereits
gewonnenen und noch zu erzielenden Erkenntnisse wer-
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den dazu beitragen, effektive pharmakologische Angriffs-
punkte abzuleiten, um psychotherapeutische Interventi-
onen optimal zu verstarken und damit eine verbesserte
und langwirksame Behandlung von Angst-, Trauma- und
belastungsbezogenen Erkrankungen zu ermdéglichen.
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Exkurs 1: Modulation der Extinktion als experimenteller Ansatz der

Expositionstherapie

Extinktion konditionierter Angst als zentraler Mechanis-
mus der Expositionstherapie basiert auf verschiedenen
theoretischen Ansétzen, die sich in den letzten Jahrzehn-
ten durch neue Forschungsergebnisse wesentlich weiter-
entwickelt haben. Neben dem experimentellen Ansatz
(dem eigentlichen Extinktionstraining) und der Reduktion
der konditionierten Reaktion selbst beschreibt Extinktion
vor allem auch die neuronalen Lernprozesse, die dem ak-
tiven Umlernen durch Sicherheitslernen und die Bildung
eines neuen Inhibitionsgeddchtnisses zugrunde liegen.
A. Furchtlernen erfolgt durch (Pavlov’sche) Konditionie-
rung und stellt das Lernmodell vieler Angststérungen dar.
Dabei kommt es zu einer Verkniipfung des zuvor neutralen
Konditionierungsstimulus (CS; z.B. quietschende Auto-
reifen im Verkehr, in experimentellen Versuchsanordnun-
gen z.B. Ton, Licht oder Computerbild) mit dem aversi-
ven unkonditionierten Stimulus [US; z. B. Autounfall, in
experimentellen Studien z.B. ein milder Elektroschock
an Hand, Finger (Mensch) oder Fuf3 (Tier)]. Schaltkreise
in der Amygdala und anderen Regionen ermoglichen,
dass Furcht erfahrungsabhdngig erlernt und als Furcht-
gedichtnis gespeichert wird. Uber Aktivierung dieser Ge-
déchtnisspur 16st der nun angstbesetzte CS unabhéngig
vom US eine antizipatorische Furchtreaktion aus, die sich
u.a. in Anderungen der Hautleitfihigkeit, Herzfrequenz,
Elektromyografie oder Verhalten widerspiegelt. Bei Angst-
patienten ist diese Reaktion {ibersteigert, was u. a. auf Pro-
zessierungsdefizite in cortico-limbischen Schaltkreisen
des Furchtsystems im Gehirn beruht.

Wahrend des Extinktionstrainings wird der CS ohne
US iiblicherweise in einem anderen Kontext wieder-
holt dargeboten. Es bildet sich eine neue, inhibitorische

Assoziation, in der der angstbesetzte Reiz die aversive
Konsequenz nicht ldnger vorhersagt ,,CS-kein US“ (siehe
,Erwerb des Extinktionsgedéchtnisses®), die konsolidiert
wird. Diese existiert neben der urspriinglichen exzitatori-
schen ,,CS-US“ Assoziation, kann jederzeit abgerufen wer-
den und hemmt jene. Die Furchtreaktion nimmt ab bhzw.
ist selbst lange nach dem Training erniedrigt (gesund/
blaue Linie) und kann als kritischer Index fiir die erfolg-
te Konsolidierung des Extinktionslernens herangezogen
werden. Patienten mit einer Angst- oder Trauma- assozi-
ierten Storung weisen oft Defizite im inhibitorischen Ler-
nen auf, wodurch die Furchtreaktion selbst nach zunachst
erfolgreichem Extinktionstraining zuriickkehrt (leicht
defizitédr; gelbe Kurve) oder kein initiales Extinktionsler-
nen vorhanden ist (schwer defizitdr; rote Kurve). B. Zur
Optimierung expositionsbasierter Interventionen kénnen
Mechanismen des Extinktionslernens pharmakologisch
gestdrkt werden. Dazu stellen wir hier zwei Konzepte vor:
1. bei leicht defizitdrer Extinktion mit initialem Extinkti-
onslernen die Verabreichung eines gedachtnisfordernden
Arzneistoffs (Neuroenhancer), idealerweise nach erfolg-
reichem Extinktionstraining (siehe Text) und 2. da bei
schwer defizitarer Extinktion z.B. die hier vorgestellten,
ausgewdhlten Beispiele DCS und HDAC-I keinen Effekt
(Hefner et al., 2008; Sartori et al., 2016) zeigten, bedarf es
hier der Kombination von Substanzen, die vor dem Trai-
ning gegeben das Extinktionslernen ins Rollen bringen
und eine graduelle Furchtreduktion ermdglichen (Extink-
tionsinitiator), und solchen, die nach dem Training gege-
ben Konsolidierungsmechanismen férdern (Neuroenhan-
cer). Abkiirzungen: DCS: D-Cycloserin; HDAC-I: Inhibitor
der Histondeazetylase; NPS: Neuropeptid S.



DE GRUYTER
Exkurs 1.
A. Verlauf der Furchtsymptomatik bei erfolgreicher und defizitdrer Extinktion
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Exkurs 2: Zentrale Schaltkreise der Furchtextinktion und pharmakologi-
sche Angriffspunkte zur Extinktionsférderung

Nach unserem derzeitigen Wissensstand sind am Aufbau
einer kontextabhangigen, inhibitorischen ,,CS-kein US*
Gedachtnisspur in Folge von Extinktionslernen vor allem
die Amygdala, der mediale prifrontale Kortex (mPFC)
und Hippocampus (HPC) involviert, die wichtige Teile
von Furchtschaltkreisen darstellen [Ubersicht in (Pape
und Wotjak, 2013)]. Selbst wenn Homologien zwischen
Regionen und Schaltkreisen im Gehirn von Nagern und
Menschen nicht immer eindeutig zu ziehen sind, ist die
Funktion bestimmter Anteile furchtassoziierter neurona-
ler Netzwerke speziesiibergreifend konserviert. So werden
z. B. dhnliche Aktivitdtsdnderungen in Amygdala und Tei-
len des Kortex bei Furchtextinktion in Menschen wie in
Nagern beobachtet (Milad und Quirk, 2012). Die ventral ge-
legene infralimbische Region (IL) des mPFC (human: ven-
tromedialer préfrontaler Kortex, vmPFC) dient u.a. dem
Abrufen des Extinktionsgedachtnisses und aktiviert in der
basalen Amygdala (BA) exzitatorische Extinktionsneuro-
ne (griine Symbole). Extinktionsneurone aktivieren hoch
spezialisierte, zwischengeschaltete inhibitorische Inter-
neurone, die sogenannten interkalierten Zellen (ITCs),
und/oder inhibitorische OFF-Neurone in der zentrola-
teralen Amygdala (CeL). Beide projizieren ihrerseits zur
wichtigen Outputstation in den Furchtschaltkreisen, der
zentromedialen Amygdala (CeM), wodurch die Furchtsym-
ptomatik gehemmt wird. Extinktion ist auch immer kon-
textabhdngig. Der HPC steht sowohl mit dem IL als auch
mit der BA in direktem Kontakt und ist entscheidend fiir
die Enkodierung des Kontexts des Furchtlernens und der
Extinktion. Bei Angststérungen wurde eine Dysregulation

in extinktionsrelevanten Schaltkreisen beobachtet (z. B.
Hypoaktivitdat im IL/vmPFC), wodurch disinhibitorische
Mikroschaltkreise in der Amygdala, und im pralimbischen
Teil (PrL, Mensch: dorsaler anteriorer cingulirer Kortex,
dACC) des mPFC iiberhand nehmen und u.a. zu einer
iibersteigerten neuronalen Aktivitdt in der Amygdala bei-
tragen. In Nagern konnte diese Aktivitdtssteigerung durch
Verwendung hochauflésender Methoden auch in der CeM
(wichtigste Outputstation der Amygdala) nachgewiesen
werden [Ubersicht in (Tovote et al., 2015)], wihrend solch
detaillierte Informationen aufgrund zu niedriger raumli-
cher Auflosung selbst durch moderne bildgebende Verfah-
ren am Menschen bisher nicht zugédnglich sind.

Basierend auf Kenntnissen vor allem aus Tier- und
wenigen neueren Humanstudien scheinen D-Cycloserin
(DCS), L-DOPA (Dopamin), Neuropeptid S (NPS), HDAC-
Inhibitoren (HDAC-I) und microRNAs (wie miR-128 und
miR-144) extinktionsrelevante Mechanismen auf ver-
schiedenen Ebenen dieser Schaltkreise zu stdrken [gelbe
Boxen; Ubersicht in (Singewald et al., 2015)] und so die
Furchtsymptomatik zu reduzieren bzw. im Fall von NPS di-
rekt anxiolytische Wirkungen auszuiiben [violette Boxen;
(Jungling et al., 2008; Dine et al., 2013)]. Neurobiologische
Mechanismen, wodurch die Effekte der Extinktion als
Langzeiterinnerungen erhalten bleiben, sind zum Teil be-
kannt, wie z. B. eine iiber den Transkriptionsfaktor CREB
gesteuerte Proteinsynthese in der Amygdala und im IL des
mPFC. Die CREB Aktivitdt wird u. a. durch Neurotransmit-
ter wie Noradrenalin und Dopamin reguliert [fiir Details
siehe Ubersichtsartikel (Singewald et al., 2015)].
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Exkurs 3: Translationale Forschung zur Arzneistoff-unterstiitzten Augmen-
tation von Expositionstherapien

Die ideale Entwicklung von Konzepten zur Verbesserung genden Mechanismus der Expositionstherapie. Das zen-
der Therapie von Angsterkrankungen ist schematisch dar- trale Ziel ist die Entwicklung von Kklinisch einsetzbaren
gestellt. Es bedarf der rationalen, speziesiibergreifenden Arzneistoffen zur Steigerung der Effizienz und Akzeptanz
Grundlagen- und angewandten Forschung zur durchdach-  der Expositionstherapie und damit verbunden die verbes-
ten Forderung des Furchtextinktionslernens als grundle- serte Kontrolle pathologischer Angstsymptomatik.
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Abb. 3: Exkurs 3: Translationale Forschung zur Arzneistoffunterstiitzten Augmentation von Expositionstherapien
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Abstract: Despite advances in the treatment of fear-, anxi-
ety- and trauma-related disorders, a considerable propor-
tion of patients shows only partial long-term therapeutic
benefit with existing treatments. A promising option in
improving therapy is speeding up and boosting the ef-
fect of exposure-based therapy (EBT) by pharmacological
interventions. Here, we will discuss select examples of
novel concepts in augmenting fear extinction, the central
mechanisms of EBT. Based on accumulating knowledge
from animal and human studies concerning the neurocir-
cuitries and neurobiological mechanisms underlying suc-
cessful fear extinction, diverse potential pharmacological
targets have been identified to optimize the efficacy of fear
extinction. We focus here on selected examples of these
targets and present translational evidence for strengthen-
ing fear inhibitory learning by using L-DOPA and D-cyclos-
erine. Furthermore, the potential of HDAC inhibitors and
microRNAs (e.g. miR-144) as epigenetic targets, as well
as neuropeptide S as a model substance with combined
acute anxiolytic and extinction-facilitating properties are
discussed. The presented mechanisms represent promis-
ing novel strategies that may be useful in the future for
augmenting the efficacy and improving the acceptance of
EBT in the treatment of anxiety disorders, although fur-
ther work remains to be done in characterising the under-
lying modes of action and safety aspects.

Keywords: fear extinction; cognitive enhancer; L-DOPA;
Neuropeptide S; D-cycloserine.
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Introduction

The lifetime prevalence of fear-, anxiety- or trauma-related
disorders is 20-30%, constituting about 62 million people
in Europe, who are diagnosed with one of these disorders
(Wittchen et al., 2011; Bandelow and Michaelis, 2015).
Characteristics of these disorders are the perception and
occurrence of disproportionate fear and anxiety states,
avoidance behaviour and stress reactions. These are often
caused by certain key stimuli such as objects, situations
and other extrinsic, but also intrinsic stimuli. Acquired be-
haviour patterns, like for example in the course of condi-
tioning, also often play a role; the involved associations of
conditioned stimuli (CS) and unconditioned stimuli (US)
(see excursus 1) often occur subconsciously. The disease
often starts early in life, making patients sometimes suf-
fer for decades from their anxiety disorder. Many of those
disorders are linked to a relatively high risk of relapse and
various comorbidities like depression and addiction. Apart
from their reduced quality of life and the burden of suffer-
ing both by the patients and their social environment, the
economic costs for medical treatment, follow-up costs, in
particular indirect costs for sick leave, early retirement,
reduced productivity at work etc. are immense. However,
the treated patients’ labour participation and contribution
to gross domestic product are about four times as much as
costs for therapy (Chisholm et al., 2016).

Currently established therapies of anxiety disorders
include and combine psychotherapeutic and pharma-
cological interventions. Therapies aim to attenuate the
severity of symptoms and inhibit the acquired fear (see
excursus 1). Ideally, patients are thereby being closely su-
pervised by psychiatrists and psychotherapists. Medical
long-term treatment mainly consists of antidepressants
like selective serotonin- (SSRIs) and/or noradrenaline-re-
uptake inhibitors. These are capable of alleviating symp-
toms of fear and of adjusting impetus and motivation.
During the acute phase of anxiety, anxiolytics like benzo-
diazepines (e. g. Lorazepam, Alprazolam) can temporarily
be given in order to attenuate symptoms — long-term treat-
ment is not recommended due to their addiction poten-
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tial. Apart from medication there are different psychother-
apeutic interventions, which are aimed at reinforcing, in
anxiety patients often poorly established, fear inhibiting
mechanisms as well as at learning to control fear symp-
toms more effectively. Exposure therapy is of particular
importance for treatment by behaviour therapy. In such,
the patient is repeatedly confronted in an in vivo setting or
also in virtual reality, with stimuli and memories, which
trigger fear or anxiety. The newly acquired learning ex-
perience, namely that the expected distress/unbearable
situation does not occur or at least not in the expected
dimension (expected contingency “prediction error”) in-
itiates new learning. The fear causing situation is re-as-
sessed and ultimately anxiety symptoms and avoidance
behaviour will be reduced (see excursus 1). Extinction as
the central mechanism of exposure therapy involves ac-
tive, new inhibitory associative learning while, especially
during prolonged exposure, likewise non-associative ha-
bituation mechanisms are involved. The novel encoded
memory traces for “CS-no US” (safety) suppress the be-
havioural characteristic of the still existing (fear)-memory
traces. Implicit memory and, according to the extent of the
therapist’s cognitive instructions, also explicit memory is
involved in this process.

Despite a high success rate, exposure therapy does
not work for all patients. Up to 40% of the patients, who
completed the therapy, do not show clinically relevant
longterm treatment success (Bandelow and Michaelis,
2015). Even after completing an initially successful expo-
sure therapy the relapse rate is relatively high, which can
be attributed to the fact that the initial fear memory does
not get erased by extinction. Thus, by certain stimuli/cir-
cumstances this initial fear memory trace can be reactivat-
ed and the fear reaction will be triggered again: i) by a pro-
longed period after completing the last exposure session
(spontaneous recovery of the fear reaction), ii) by confron-
tation with the fear-triggering stimuli outside the “save”
therapy environment (context-dependent renewal of the
fear reaction) or iii) following confrontation with aversive
stimuli like the original fear stimulus or general stress-lad-
en events can revive the initial CS-US associations (“rein-
statement”). Another potential drawback of therapy is the
subjectively unbearable psychological burden of the expo-
sure, which a considerable number of patients is anxious
of (“fear of fear”).

Various, in recent years newly established approach-
es are meant to improve the efficacy of exposure therapy
and minimise therapy-related stress. The current focus of
research is the significant facilitation of extinction learn-
ing during therapy sessions (extinction training) and the
consolidation of extinction memory. Non-pharmacologi-
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cal optimisation approaches vary from adapting the “dos-
age” of exposure, i.e. modifying frequency, duration, in-
tensity as well as varied and prolonged exposure sessions,
restricting safety cues,... (Pittig et al., 2016) to exploiting
consolidation mechanisms during sleep. It is still hoped
that a combination of currently used anxioytic drugs will
produce a synergistic (over-additive) therapeutic effect
and at the same time will be able to attenuate the psycho-
logical stress of the exposure as such, however, this did
not prove successful as yet (Hofmann et al., 2009; Otto et
al., 2010). Thus, alternative pharmacological approaches
aim at substances like neuroenhancers (“cognitive en-
hancers”), which help to initiate the new learning pro-
cess and support formation of a fear-inhibiting extinction
memory by theoretically modulating mechanisms like
alertness, motivation, encoding but mainly by consolidat-
ing the extinction memory into a long term memory. This
occurs via interaction of signal cascades in brain regions
and circuits, which are important for extinction processes
(excursus 2). Although experiencing fear during exposure
might be an important element for the therapeutic learn-
ing effect, it is pursued to develop substances with acute
anxiety reducing effects but without memory-impairing
sedation. Currently no drug, approved for anxiety thera-
py, complies with those criteria [for review see (Singewald
et al., 2015)].

We now present a selection of drugs and model sub-
stances, which have been developed based on growing
animal and human data on extinction (Milad and Quirk,
2012), its underlying neuronal circuits and mechanisms
(excursus 2). Apart from these selected examples, there
are a number of other, here not further mentioned sub-
stances achieving similar effects via different pharma-
cological targets, such as glucocorticoids, yohimbine,
neuropeptides like neuropeptide Y, opioids and oxytocin,
growth factors like BDNF and fibroblast growth factor-2,
cannabinoids, mGLUR?Y receptors [for review see (Graham
et al., 2011; Singewald et al., 2015)]. These drugs have been
shown to promote mechanisms underlying the acquisition
and/or consolidation (excursus 1) of extinction and some
of them are already tested in clinical trials. In collabora-
tion with others our research group has contributed to
the development and/or further characterization of the
following substances which will be discussed in more
detail: L-DOPA and D-cycloserine (DCS) are examples of
drugs approved for other indications and have been used
in experimental studies in humans, while the other exam-
ples of substances discussed here are at very early stages
of development. These are HDAC inhibitors and microR-
NAs as examples of epigenetic targets and neuropeptide S
(NPS) as a rare example of an acute anxiolytic as well as
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extinction-promoting model substance. Since a single ad-
ministration of the substance occurs shortly before and/
or after the exposure session, fewer side effects and bet-
ter compliance of the patients are expected compared to
chronic drug administration.

D-cycloserine: a translational
success story

Based on animal studies, which revealed that activation
of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors is significantly
involved in fear-extinction learning processes, the extinc-
tion facilitating effect of the NMDA partial agonist DCS was
first reported in 2002 [for review see (Otto et al., 2016)].
DCS binds directly to glycine-sensitive NMDA-receptors in
extinction-related brain areas like the amygdala (excur-
sus 2) and promotes a fundamental molecular mechanism
in memory formation, long-term potentiation (LTP). Other
preclinical studies in different species confirmed the pos-
itive effect of DCS on augmentation of extinction learning
and particularly consolidation of those memory contents
[e. g. (Sartori et al., 2016); for review see (Singewald et al.,
2015)]. Since DCS has been approved as a tuberculosis
drug for many years, it took only two years until first pos-
itive results were published by K. Ressler and colleagues,
reporting on a combination of DCS and exposure therapy
in patients with fear of heights, which were followed by
studies on patients with specific phobias, panic disorders,
and posttraumatic disorders. Those first studies demon-
strated that exposure therapy for certain anxiety disorders
significantly benefits from DCS. This, however was fol-
lowed by contradictory results so that several meta-anal-
yses were unable to validate a clear result regarding the
extinction augmenting effect of DCS [for review see (Otto
et al., 2016)]. This could be due to the heterogeneity of the
studied disorders and the participants’ co-medications
(e.g. SSRIs) as well as the fact of possible additional ac-
tions of DCS which have not received sufficient attention.
Meanwhile it is known that during exposure sessions, in
which no fear reduction takes place (“within session ha-
bituation”), augmentation of reconsolidation of the pa-
tient’s fear memory is possible [for review see (Otto et al.,
2016)]. Thus, the current recommendation is to administer
DCS directly after “successful” exposure sessions in a con-
trolled, stress-free environment. If DCS is given in a single
to a few low doses in a restricted time period, it seems in-
deed able to increase the therapeutic effect of exposure
sessions [for review see (Otto et al., 2016)]. Numerous cur-
rently registered studies involving different patient groups
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(see https://clinicaltrials.gov/) are supposed to clarify this
further.

L-DOPA

The neurotransmitter dopamine belongs to the group of
catecholamines and is abundant in the brain. Dopaminer-
gic projections, which are potentially important for extinc-
tion processes, arise from the ventral tegmentum to the
medial prefrontal cortex (mPFC), hippocampus and to the
amygdala, which hold key functions in the processing of
fear extinction (see excursus 2), as well as to the nucleus
accumbens [for review see (Abraham et al., 2014)]. During
and after a successful extinction session dopamine release
in the mPFC is increased [for review and original literature
see (Singewald et al., 2015)] and key markers of dopamin-
ergic signaling pathways are upregulated in the amygdala
(Whittle et al., 2016). In a translational study in collabora-
tion with the groups of R. Kalisch and H.C. Pape we could
show that administration of L-DOPA, a bioprecursor of do-
pamine, is able to augment extinction memory in extinc-
tion-competent mice and humans and importantly reduc-
es relapse rates of fear reactions in both species (Haaker
et al., 2013). Further, we were recently able to demonstrate
an extinction-triggering effect of a single dose of L-DOPA
in a clinically relevant mouse model of deficient extinc-
tion [(Whittle et al., 2016), see excursus 1)]. It remains to
be shown whether these promising results can be trans-
ferred to clinical trials with anxiety patients. Since L-DOPA
is already approved for the treatment of Morbus Parkin-
son, its single dose administration either before or after
a limited number of exposure sessions is assumed to be
safe, which expedites approval of clinical studies. This is
substantiated by the previously described, improved and
long-lasting effect of exposure therapy in a small group
of therapy-resistant patients with post-traumatic stress
disorder following a combination with MDMA (3,4-meth-
ylenedioxy-N-methylamphetamine; “ecstasy”), which ac-
tivates dopaminergic (apart from serotonergic and other
neurotransmitter) signaling pathways [(for review and
original references see (Singewald et al., 2015)].
Mechanisms, by which L-DOPA improves extinction
remain to be elucidated, but likely operate via improving
consolidation of the new extinction learning process and
modulating fear expression [for review see (Abraham et al.,
2014; Singewald et al., 2015)]. Possibly promotion of dopa-
minergic signaling pathways also has an effect on moti-
vation and contingency expectancy during the process of
extinction learning [(Andre and Manahan-Vaughan, 2015;
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Lissek et al., 2015); for review see (Abraham et al., 2014)].
Apart from potentially involved brain areas (see excur-
sus 2) it remains to be shown which dopamine receptor(s)
mediate the extinction augmenting effect of L-DOPA. Do-
pamine activates five metabotropic receptors, mainly cou-
pled to either stimulating G or G, proteins (D1-like recep-
tors) or to an inhibiting G, , protein (D2-like receptors), yet,
also acting via other signaling pathways [for review see
(Abraham et al., 2014)]. D1- and D2-like receptors control
neuronal activity in the amygdala and in the mPFC in a
finely tuned interaction (see excursus 2). In fact, activation
of D1 receptors in the mPFC was shown to improve consol-
idation of fear extinction, possibly via interaction with ex-
citatory NMDA receptors and LTP-dependent mechanisms
[for review see (Abraham et al., 2014)]. However, due to the
moderate selectivity of available ligands, a D5-mediated
component cannot completely be ruled out [for review see
(Abraham et al., 2014; Singewald et al., 2015)]. Avoiding
the selectivity issue by using a conventional genetically
modified mouse line, latest data suggest that D1-receptors
are less involved in certain forms of association learning
than assumed so far (Abraham et al., 2016). Thus, it seems
important to consider the role of other dopamine recep-
tors in fear extinction, especially because dopamine binds
with a higher affinity to those than to D1-receptors.

Neuropeptide S

Another therapeutic problem worth improving is that
about 30% of patients refuse participating in exposure
therapy due to their anticipated (enormous) fear-/stress
reaction during confrontation with the fear-triggering
stimulus. Administration of acute anxiety-reducing sub-
stances like benzodiazepines prior to exposure therapy
might have a beneficial effect in this respect. However,
while benzodiazepines attenuate the arising anxiety, and
therefore often allowed approaching exposure, they inter-
fere with extinction processes e. g. via their sedative effect
and can evoke an “interoceptive state”, which also trig-
gers state-dependent learning. On the whole, this rather
diminished the efficiency of exposure therapy [for review
see (Otto et al., 2010)]. Similarly, due to their absent anxi-
olytic effect, psychostimulants like amphetamines, which
raise vigilance and attention, are not suitable for this pur-
pose. Hence, there is a need for substances, which hold
both anxiety-reducing and learning process-promoting
properties.

Some studies suggest that the 20 amino acids NPS
might fulfil these requirements of a model substance. Ex-
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pression of NPS in the brain is limited compared to other
neuromodulators, however, the NPS receptor is expressed
inrodent brain areas, which are relevant for extinction (see
excursus 2). Animal studies revealed the specific pharma-
cological effects of NPS: anxiolytic and actiivty promoting
and on top of that extinction memory augmenting [(Jun-
gling et al., 2008; Slattery et al., 2015), for review see (Re-
inscheid et al., 2005)]. Moreover, NPS has been shown to
elicit a very early anxiolytic/fear inhibiting effect and to
initiate extinction learning in severely extinction-deficient
rodents (Sartori et al., 2016). In the rodent brain the ex-
tinction augmenting, fear inhibiting effects of NPS likely
result in attenuated activity of fear-output neurons in the
centromedial amygdala, supposedly by stimulating highly
specific inhibitory interneurons, the so-called intercalated
cells [ITCs, see excursus 2; for review see (Pape and Wot-
jak, 2013)]. In addition, NPS seems capable of modulat-
ing other extinction-relevant neurotransmitter systems,
including dopamine in the mPFC and hippocampus. At
the moment it is not clear whether and how these rodent
data can be translated into humans in particular due to
lacking information on the exact distribution of the NPS
system in the human brain. Even though polymorphisms
in the NPS receptor, which alter its function, have been
associated with panic disorders (Domschke et al., 2011),
reported species-specific differences should be considered
in its further development as potential pharmacological
target (Adori et al., 2015).

Despite promising pre-clinical results, concomitant
therapy with NPS and exposure therapy is unlikely in the
near future, mainly because there is no blood brain barri-
er-penetrant NPS receptor agonist or biased agonist with a
potentially even improved side effect profile (Clark et al.,
2017) at present. While efforts are high to develop such
non-peptide NPS receptor agonists, administration of NPS
via the nasal mucosa might be a non-invasive alternative,
which is already utilised for other neuropeptides like e. g.
oxytocin. This approach is supported by preliminary data
from mice which show that only 30 minutes after intra-
nasal administration low concentrations of NPS can be
found in the brain, where it binds to NPS receptors and
mediates an anxiolytic effect (Ionescu et al., 2012; Lukas
and Neumann, 2012).

Epigenetic mechanisms

Formation of extinction memories involves interaction of
focused signal transduction, gene expression and transla-
tion of certain proteins, which are important for learning
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and memory-associated mechanisms including synaptic
plasticity. Gene activity and gene expression is regulat-
ed via various epigenetic mechanisms. During extinction
learning, regulatory mechanisms, e.g. via microRNAs
miR128b (Lin et al., 2011) or miR144 [(Murphy et al., 2017);
for review see (Singewald et al., 2015)] and also modifica-
tions of DNA and DNA-associated proteins, the histones,
play a role. It seems that the degree of histone acetylation
is of particular importance for extinction processes. His-
tone acetyltransferases transfer acetyl residues to the ami-
no acids lysine at the N-terminal end of histone proteins
and promote gene expression by the thereby associated
chromatin disaggregation. Histone deacetylases (HDAC)
on the other hand remove acetyl groups from lysine and
thus inhibit gene transcription. Fine tuning of acetylation
and deacetylation of histones during and after extinction
training determines whether and to what extent gene ex-
pression and downstream processes, crucial for develop-
ment of a steady extinction memory, occur. Although at
present our knowledge of involved substrates is still limit-
ed, it seems that increased acetylation in the promotor re-
gion of the growth factor BDNF (brain-derived neurotroph-
ic factor) as well as certain NMDA receptor subunits (e. g.
grin2b), neuroplasticity-associated immediate early genes
including c-fos and arc and, as mentioned above, dopa-
minergic genes (Whittle et al., 2016) play a crucial role in
consolidation of extinction [for review see (Singewald et
al., 2015)].

Histone acetylation can be pharmacologically in-
creased by HDAC-inhibitors. Administration of various
HDAC inhibitors, concomitant to extinction, was studied
in animal models. Trichostatin A, sodium butyrate, Enti-
nostat (MS-275), Vorinostat (SAHA), valproate (VPA) and
Cl-944 all exhibit fear extinction-promoting properties
[for review see (Singewald et al., 2015)]. Cl-944, MS-275
and SAHA were able to compensate extinction deficits
in various animal models, which suggests clinical poten-
tial of those substances. For example, it was shown that
MS-275 improved fear extinction in extinction-deficient
mice, which was accompanied by increased histone H4
acetylation in extinction-related brain regions (Whittle et
al., 2016). To date, tested substances are unspecific HDAC
inhibitors, which inhibit several HDAC isoforms with a
preference for those of class 1 including HDAC1, HDAC?2,
HDAC3 and HDACS. Studies in genetically modified mice
revealed that gene silencing of HDAC2 but not HDAC1 in
the forebrain has a beneficial effect on fear extinction [for
original literature and review see (Singewald et al., 2015)].
Specific HDAC inhibitors are currently under develop-
ment in order to reduce potential side effects and also to
increase efficacy.
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Concept of dual pharmacotherapy
concomitant to exposure therapy

In extinction-deficient individuals including anxiety pa-
tients (see excursus 1), administration of a single drug
concomitant to fear extinction does often not suffice to
support the extinction memory augmenting mechanism in
an extent that temporal, spatial or stress-dependent fear
relapses can be prevented [for review see (Singewald et al.,
2015)]. Moreover, at present, no drug, which is able to pass
the blood brain barrier, has combined memory promoting,
acute anxiolytic, as well as non-sedating properties. Using
extinction-deficient mice, our group was able to show for
the first time that only the administration of NPS before
and DCS after successful extinction training, but not ad-
ministration of NPS alone results in formation of a robust
extinction memory, which withstands various types of
fear relapses (Sartori et al., 2016). According to this dual
pharmacotherapeutic concept it was shown that fear re-
lapses in extinction-deficient mice can also be reduced by
combined administration of L-DOPA and the HDAC-inhib-
itor MS-275, concomitant to extinction training (Whittle et
al., 2016).

Summary and outlook

In this article we review a selection of potential pharma-
cological strategies for strengthening extinction processes
in the course of exposure sessions. These strategies aim at
improved therapeutic success in regard to efficacy, clini-
cal long-term success and acceptance of exposure therapy.
Based on the advanced knowledge on extinction-related
circuits and biological processes gained from animal and
human work [see excursus 2; for review see (Milad and
Quirk, 2012)], a rational administration of certain sub-
stances has been tested in validated animal models as
well as even in volunteers and suitable patient groups (see
excursus 3). Apart from targeting glutamatergic and do-
paminergic signalling with DCS and L-DOPA, respectively,
the results allowed to evolve novel (e. g. NPS), and a num-
ber of other pharmacological target candidates, which
were not discussed in detail in this article (e. g. glucocorti-
coids, yohimbine, neuropeptides like neuropeptide Y, opi-
oids and oxytocin, growth factors like BDNF and fibroblast
growth factor-2, cannabinoids, mGLUR7 receptors), but
also non-pharmacological strategies like deep brain stim-
ulation in the nucleus accumbens [for review see (Graham
et al., 2011; Singewald et al., 2015)].
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In recent years there was increased awareness of the
systematic administration of such potentially memory
promoting substances tightly timed with extinction- and
exposure training. While many of the mentioned sub-
stances are at a very early stage of investigation, the devel-
opment of DCS is exemplary for successful, translational
research from bench to bedside, which hopefully will be
reproduced by more substances like e.g. L-DOPA in the
near future (excursus 1-3). Based on animal and clinical
research fear and fear extinction/exposure-based therapy
supported by pharmacotherapy was further optimised in
order to avoid off-target effects like the potential facilita-
tion of reconsolidation of the initial fear memory traces.
The concept of a dual pharmacotherapeutic approach
opens up new possihilities to combine anxiety reducing
and extinction memory facilitating substances. This might
also be a potential way of reducing the patients’ psycho-
logical stress before and during exposure therapy.
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There are current studies on the molecular mecha-
nisms, as well as the interplay of certain brain areas and
circuits, which underlie extinction consolidation involv-
ing neuroenhancers, epigenetic modulators and other
learning and memory modulating approaches. Studies in
rodents need to be confirmed [see e. g. (Milad and Quirk,
2012)] and, if necessary, adapted in humans. Results,
which have been and will be obtained, should contribute
to identify effective pharmacological targets in order to
strengthen psychotherapies and thus to provide optimised
and permanent therapy of trauma- and anxiety-related
disorders.

Acknowledgement: We thank the FWF (Austrian Science
Fund) for financial support of our research described here
as well as Dr. Maria Kharitonova and Zeljko Stevic for their
support with the figures.

Excursus 1: Modulation of extinction as an experimental approach of

exposure therapy

Extinction of conditioned fear as the central mechanism
of exposure therapy is based on various theoretical ap-
proaches, which have been significantly advanced by
new data from the last decades. Apart from the experi-
mental approach (the actual extinction training) and re-
duction of the conditioned reaction as such, extinction
also describes a neuronal learning process, which forms
the base of active re-learning and formation of a new in-
hibitory memory. A. Fear learning occurs via (Pavlovian)
conditioning and represents a learning model important
in many anxiety disorders. Thereby, a previously neutral,
conditioned stimulus (CS; e. g. creaky car tyres in the traf-
fic, in experimental setups e. g. sound, light or a computer
image) is associated with aversive unconditioned stim-
uli [US; e.g. car accident, in experimental setups e.g. a
mild electric shock to the hand, finger (humans) or foot/
paw (animal)]. Circuits in the amygdala and other brain
regions allow experience-dependent acquisition and stor-
age of fear memory traces. Via activation of these memory
traces the CS ultimately triggers an anticipatory fear reac-
tion independent from the US. In patients suffering from
anxiety disorders, this reaction is disproportional, which
is partly based on dysregulated corticolimbic circuits of
the fear system in the brain

During extinction training the CS is repeatedly pre-
sented without US in a usually different context. A new,
inhibitory association “CS-no US” (“acquisition of extinc-

tion memory”) is formed and consolidated. This now ex-
ists in parallel to the initial excitatory “CS-US” association
and has an inhibitory effect. Fear symptoms are reduced
and remain low in the long-term (see healthy/blue line)
which can be used as a critical index for successful con-
solidation of the extinction acquisition. In patients with
anxiety- or trauma-associated disorders these inhibitory
learning mechanisms are often dysfunctional as relapse
of the fear reaction (mildly deficient; yellow curve) occurs
after initially successful extinction training or when even
no initial extinction learning is present (severely deficient;
red curve). B. Mechanisms of extinction learning can be
pharmacologically augmented. In this context we intro-
duce two pharmacological concepts: 1. Administration of
one memory augmenting drug (neuroenhancer) for mildly
deficient extinction with initial extinction learning, ide-
ally following successful extinction training (see text).
2. Since the here presented selected examples DCS and
HDAC-Is were not effective for severely deficient extinction
when given before training (Hefner et al., 2008; Sartori et
al., 2016), a combination of substances may be helpful
with one given prior to the training, initiating extinction
learning and allowing gradual fear reduction (extinction
initiator), and a second given after the training, augment-
ing consolidation mechanisms (neuroenhancer). Abbrevi-
ations: DCS: D-cycloserine; HDAC-I: histone deacetylase
inhibitor; NPS: neuropeptide S.
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Excursus 1.

A. Course of anxiety symptoms upon successful and deficient extinction
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Fig. 1: Excursus 1: Modulation of extinction as an experimental approach of exposure therapy
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Excursus 2: Central circuits of fear extinction and pharmacological targets

for extinction augmentation

According to the current state of knowledge, a context-de-
pendent, inhibitory “CS-no US” memory trace is primarily
formed by neuronal circuits, which involve the amygdala,
medial prefrontal cortex (mPFC) and hippocampus (HPC)
representing important elements of fear circuits [for re-
view see (Pape and Wotjak, 2013)]. Although homologies
between the animal and human brain cannot always be
clearly drawn, the amygdala function in emotional pro-
cessing is highly conserved across species and similar
activity changes in parts of the cortex and amygdala are
observed in humans and rodents during fear extinction
[for review see (Milad and Quirk, 2012)]. The ventrally lo-
calised infralimbic region (IL) of the mPFC (ventromedial
prefrontal cortex, ymPFC in human brain) is important for
retrieving and possibly forming extinction memory and
can activate excitatory extinction neurons (green symbols)
in the basal amygdala (BA). Extinction neurons activate
highly specialised, intercalated inhibitory interneurons,
the so-called intercalated cells (ITCs), and/or inhibitory
OFF-neurons in the central lateral amygdala (CeL). Both
types of neurons project to the important output station of
fear circuits, the central medial amygdala (CeM), contrib-
uting to the inhibition of fear symptoms. Extinction also
occurs context-dependent. The HPC is linked with the IL
as well as the BA and is crucial for encoding the context
of fear learning and extinction. A dysregulation of extinc-
tion-related circuits has been observed in anxiety disor-

ders (e. g. hypoactivity in the IL/vmPFC, ), which leads to
disinhibition of microcircuits in the amygdala. These are
fairly well characterised in the rodent, but not in the hu-
man brain mainly due to limited resolution of current im-
aging techniques. Furthermore, the prelimbic part of the
mPFC (PrL; dorsal anterior cingulate cortex, dACC in hu-
man brain), is thought to contribute to excessive neuronal
activity in the amygdala, e. g. in its output region CeM, as
shown in rodents [for review see (Tovote et al., 2015)].

Based primarily on animal studies and a few emerg-
ing human studies (see text), D-cycloserine (DCS), L-DO-
PA (dopamine), neuropeptide S (NPS), HDAC-inhibitors
(HDAC-I) and microRNAs (like miR-128 and miR-144) seem
to augment extinction-related mechanisms at various
levels of those circuits [yellow boxes); for review see also
(Singewald et al., 2015)], reduce fear symptoms and in the
case of NPS exert anxiolytic effects [purple boxes; (Jun-
gling et al., 2008; Dine et al., 2013)], respectively. Neuro-
biological mechanisms, which contribute to maintain the
effects of extinction as a long-term memory, are partly de-
coded. For example, it has been revealed that protein syn-
thesis is mediated via the transcription factor CREB in the
amygdala and in the IL of the mPFC. CREB activity is reg-
ulated by various neurotransmitters including noradren-
aline and dopamine [for details see review (Singewald et
al., 2015)].
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Excursus 2.
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Fig. 2: Excursus 2: Central circuits of fear extinction and pharmacological targets for extinction augmentation
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Excursus 3: Translational research for drug-supported augmentation of
exposure therapies

The ideal development of concepts for improving therapy central mechanisms of exposure-based therapy. The fo-
of anxiety disorders is illustrated schematically. Thereisa cus of this research is development of clinically approved
need for rational, multi-species basic and translational re- drugs to maximise efficacy and acceptance of exposure
search in order to augment fear extinction learning as the therapy.
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Fig. 3: Excursus 3: Translational research for drug-supported augmentation of exposure therapies



DE GRUYTER

References

Abraham A.D., Neve K. A., Lattal K. M. (2014). Dopamine and
extinction: a convergence of theory with fear and reward
circuitry. Neurobiol Learn Mem 108:65-77.

Abraham A. D., Neve K. A., Lattal K. M. (2016). Effects of D1 receptor
knockout on fear and reward learning. Neurobiol Learn Mem
133:265-273.

Adori C., Barde S., Bogdanovic N., Uhlen M., Reinscheid R. R.,
Kovacs G. G., Hokfelt T. (2015). Neuropeptide S- and
Neuropeptide S receptor-expressing neuron populations in the
human pons. Front Neuroanat 9:126.

Andre M. A., Manahan-Vaughan D. (2015). Involvement of Dopamine
D1/D5 and D2 Receptors in Context-Dependent Extinction
Learning and Memory Reinstatement. Front Behav Neurosci
9:372.

Bandelow B., Michaelis S. (2015). Epidemiology of anxiety disorders
in the 21st century. Dialogues Clin Neurosci 17:327-335.

Chisholm D., Sweeny K., Sheehan P., Rasmussen B., Smit F., Cuijpers
P., Saxena S. (2016). Scaling-up treatment of depression and
anxiety: a global return on investment analysis. The lancet
Psychiatry 3:415-424.

Clark S.D., Kenakin T. P., Gertz S., Hassler C., Gay E. A., Langston
T.L., Reinscheid R. K., Runyon S. P. (2017). Identification of the
first biased NPS receptor agonist that retains anxiolytic and
memory promoting effects with reduced levels of locomotor
stimulation. Neuropharmacology 118:69-78.

Dine ., lonescu I. A., Stepan J., Yen Y. C., Holsboer F., Landgraf R.,
Eder M., Schmidt U. (2013). Identification of a role for the
ventral hippocampus in neuropeptide S-elicited anxiolysis.
PLoS One 8:e60219.

Domschke K., Reif A., Weber H., Richter ., Hohoff C., et al (2011).
Neuropeptide S receptor gene -- converging evidence for a role
in panic disorder. Mol Psychiatry 16:938-948.

Graham B. M., Langton J. M., Richardson R. (2011). Pharmaco-
logical enhancement of fear reduction: preclinical models. Br
Pharmacol 164:1230-1247.

Haaker J., Gaburro S., Sah A., Gartmann N., Lonsdorf T. B., Meier
K., Singewald N., Pape H. C., Morellini F., Kalisch R. (2013).
Single dose of L-dopa makes extinction memories context-in-
dependent and prevents the return of fear. Proc Natl Acad Sci U
S A110:E2428-2436.

Hefner K., Whittle N., Juhasz J., Norcross M., Karlsson R. M.,
Saksida L. M., Bussey T.]., Singewald N., Holmes A. (2008).
Impaired fear extinction learning and cortico-amygdala circuit
abnormalities in a common genetic mouse strain. ] Neurosci
28:8074-8085.

Hofmann S. G., Sawyer A. T., Korte K. J., Smits J. A. (2009). Is it
Beneficial to Add Pharmacotherapy to Cognitive-Behavioral
Therapy when Treating Anxiety Disorders? A Meta-Analytic
Review. Int) Cogn Ther 2:160-175.

lonescu I.A., Dine )., Yen Y. C., Buell D.R., Herrmann L., Holsboer
F., Eder M., Landgraf R., Schmidt U. (2012). Intranasally
administered neuropeptide S (NPS) exerts anxiolytic effects
following internalization into NPS receptor-expressing neurons.
Neuropsychopharmacology 37:1323-1337.

Jungling K., Seidenbecher T., Sosulina L., Lesting J., Sangha S.,
Clark S.D., Okamura N., Duangdao D. M., Xu Y. L., Reinscheid
R. K., Pape H. C. (2008). Neuropeptide S-mediated control of

Simone B. Sartori and Nicolas Singewald: Strategies foraugmenting extinction learningin anxiety disorders =—— A155

fear expression and extinction: role of intercalated GABAergic
neurons in the amygdala. Neuron 59:298-310.

Lin Q., Wei W., Coelho C. M., Li X., Baker-Andresen D., Dudley K.,
Ratnu V. S., Boskovic Z., Kobor M. S., Sun Y. E., Bredy T. W.
(2011). The brain-specific microRNA miR-128b regulates
the formation of fear-extinction memory. Nat Neurosci
14:1115-1117.

Lissek S., Glaubitz B., Wolf O. T., Tegenthoff M. (2015). The DA
antagonist tiapride impairs context-related extinction learning
in a novel context without affecting renewal. Front Behav
Neurosci 9:238.

Lukas M., Neumann I. D. (2012). Nasal application of neuropeptide
S reduces anxiety and prolongs memory in rats: social versus
non-social effects. Neuropharmacology 62:398-405.

Milad M. R., Quirk G.]J. (2012). Fear extinction as a model for
translational neuroscience: ten years of progress. Annu Rev
Psychol 63:129-151.

Murphy C. P, Li X., Maurer V., Oberhauser M., Gstir R., Wearick-Silva
L.E., Viola T. W,, Schafferer S., Grassi-Oliveira R., Whittle N.,
Huttenhofer A., Bredy T. W., Singewald N. (2017). MicroR-
NA-Mediated Rescue of Fear Extinction Memory by miR-144-3p
in Extinction-Impaired Mice. Biol Psychiatry.

Otto M. W., McHugh R. K., Simon N. M., Farach F. ., Worthington J. ).,
Pollack M. H. (2010). Efficacy of CBT for benzodiazepine discon-
tinuation in patients with panic disorder: Further evaluation.
Behav Res Ther 48:720-727.

Otto M. W., Kredlow M. A., Smits J. A., Hofmann S. G., Tolin D. F., de
Kleine R. A., van Minnen A., Evins A. E., Pollack M. H. (2016).
Enhancement of Psychosocial Treatment With D-Cycloserine:
Models, Moderators, and Future Directions. Biol Psychiatry
80:274-283.

Pape H. C., Wotjak C. T. (2013). Neuronal circuits of fear memory and
fear extinction. e-Neuroforum 4:47-56.

Pittig A., van den Berg L., Vervliet B. (2016). The key role of
extinction learning in anxiety disorders: behavioral strategies
to enhance exposure-based treatments. Curr Opin Psychiatry
29:39-47.

Reinscheid R. K., Xu Y. L., Civelli 0. (2005). Neuropeptide S: a new
player in the modulation of arousal and anxiety. Mol Interv
5:42-46.

Sartori S. B., Maurer V., Murphy C., Schmuckermair C., Muigg P.,
Neumann I. D., Whittle N., Singewald N. (2016). Combined
Neuropeptide S and D-Cycloserine Augmentation Prevents
the Return of Fear in Extinction-Impaired Rodents: Advantage
of Dual versus Single Drug Approaches. Int ] Neuropsychop-
harmacol 19.

Singewald N., Schmuckermair C., Whittle N., Holmes A., Ressler
K.J. (2015). Pharmacology of cognitive enhancers for
exposure-based therapy of fear, anxiety and trauma-related
disorders. Pharmacol Ther 149:150-190.

Slattery D. A., Naik R.R., Grund T., Yen Y. C., Sartori S. B., Fuchsl A.,
Finger B. C., Elfving B., Nordemann U., Guerrini R., Calo G.,
Wegener G., Mathe A. A., Singewald N., Czibere L., Landgraf
R., Neumann I. D. (2015). Selective breeding for high anxiety
introduces a synonymous SNP that increases neuropeptide S
receptor activity. ] Neurosci 35:4599-4613.

Tovote P., Fadok . P., Luthi A. (2015). Neuronal circuits for fear and
anxiety. Nat Rev Neurosci 16:317-331.

Whittle N., Maurer V., Murphy C., Rainer J., Bindreither D., Hauschild
M., Scharinger A., Oberhauser M., Keil T., Brehm C., Valovka



A156 —— SimoneB.SartoriandNicolas Singewald: Strategies foraugmenting extinction learninginanxiety disorders

T., Striessnig J., Singewald N. (2016). Enhancing dopaminergic
signaling and histone acetylation promotes long-term rescue of
deficient fear extinction. Transl Psychiatry 6:e974.

Wittchen H. U., Jacobi F., Rehm J., Gustavsson A., Svensson M.,
Jonsson B., Olesen )., Allgulander C., Alonso J., Faravelli C.,
Fratiglioni L., Jennum P., Lieb R., Maercker A., van Os J., Preisig
M., Salvador-Carulla L., Simon R., Steinhausen H. C. (2011). The
size and burden of mental disorders and other disorders of the
brain in Europe 2010. Eur Neuropsychopharmacol 21:655-679.

Article note: German version available at
https://doi.org/10.1515/nf-2017-0011

Autoreninformationen

Dr. Simone B. Sartori

Institute of Pharmacy, Department of
Pharmacology and Toxicology, Center for
Molecular Biosciences Innsbruck (CMBI),
Leopold Franzens University Innsbruck,
Innrain 80-82, A-6020 Innsbruck, Austria
Mail: simone.sartori@uibk.ac.at

Simone B. Sartori studied pharmacy at the Leopold-Franzens
University Innsbruck, Austria. After doing some research at the
Department of Pharmacology at Oxford University, UK, she returned
to the Institute of Pharmacy, Department of Pharmacology and
Toxicology at the University Innsbruck in 2001 and received her PhD
on neurochemical changes in depression-like behaviour with a focus
on neuropeptides. Her main interests are novel pharmacological

DE GRUYTER

strategies for treating anxiety disorders and/or depression. She has
published over 35 original and review articles. Her scientific work
has been awarded with the Dr. Maria-Schaumayer-foundation award
and the Science Award of the city of Innsbruck.

Prof. Dr. Nicolas Singewald

Institute of Pharmacy, Department of
Pharmacology and Toxicology, Center for
Molecular Biosciences Innsbruck (CMBI),
Leopold Franzens University Innsbruck,
Innrain 80-82, A-6020 Innsbruck, Austria
Phone: +43-512-507-58802

Fax: +43-512-507-58889

Mail: nicolas.singewald@uibk.ac.at
Nicolas Singewald studied pharmacy at the Leopold-Franzens
University Innsbruck and received his PhD from the Institute of
Pharmaceutical Chemistry. He then worked as a postdoc at the
Institute of Pharmacodynamics and studied central blood pressure
regulation, which led to his habilitation in the field of Pharmacology
and Toxicology in 1996. As Erwin Schrodinger stipendiary (FWF) he
worked at Oxford University (Department of Clinical Pharmacology,
Prof. Grahame-Smith), UK from 1998-1999 and studied functional
characterization of anxiety-triggering substances in the brain. He
then returned to Innsbruck, where he was appointed interim director
of the Institute of Pharmacology and Toxicology from 1999-2001.
Since 2002 he is head of the group “Neuropharmacology” at the
Institute of Pharmacy, Department of Pharmacology and Toxicology.
In the frame of SFB44 (Cell signaling in chronic CNS disorders) and
the PhD programme SPIN (Signal processing in neurons) he focuses
on analyzing neuronal circuits and neurobiological mechanisms of
depression, anxiety- and trauma-associated disorders, as well as

on how these findings can be utilised to develop novel therapy strat-
egies for those prevalent CNS disorders.



Neuroforum 2017; 23(4): 212-222

DE GRUYTER

Ubersichtsartikel

Viola Nordstrom* und Silke Herzer

Verdanderung von Membranlipiden schiitzt
vor neuronaler Insulinresistenz in Alzheimer-

Modellen

https://doi.org/10.1515/nf-2017-0007

Zusammenfassung: Morbus Alzheimer ist eine degene-
rative Erkrankung des zentralen Nervensystems, welche
durch ein progressives Absterben von Nervenzellen und
Synapsen zu schweren Geddchtnis- und Orientierungs-
storungen fiihrt. Losliche B-Amyloid-Oligomere sind eine
hoch neurotoxische Vorstufe der bei Alzheimer gebilde-
ten B-Amyloid-Fibrillen. Die Bindung dieser p-Amyloid-
Oligomere an synaptische Insulinrezeptoren fiihrt zu ei-
ner neuronalen Insulinresistenz und tragt entscheidend
zur Verschlechterung der kognitiven Leistung bei.
Insulinrezeptoren befinden sich in der Zellmembran. Diese
besteht aus einer Lipiddoppelschicht und weist eine hohe
Konzentration von glykosylierten Lipiden, sogenannten
Gangliosiden, auf. Ganglioside steuern die Aktivitdt von
Insulinrezeptoren durch dynamische molekulare Interak-
tionen und begiinstigen die durch B-Amyloid-Oligomere
ausgeloste Insulinresistenz. Somit kann eine Hemmung
der Gangliosidbiosynthese Nervenzellen vor den schadli-
chen Wirkungen der B-Amyloid-Oligomere schiitzen.
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Morbus Alzheimer

Bei Morbus Alzheimer, erstmalig von Alois Alzheimer
1906 beschrieben, lassen sich im Gehirn von Alzheimer-
Patienten zwei Veranderungen feststellen; senile Plaques
bestehend aus Ablagerungen von B-Amyloid (Ap)-Eiweifl
auflerhalb der Nervenzelle sowie Neurofibrillenbiindel,
bestehend aus einer Ansammlung von hyperphosphory-
liertem Tau-Protein innerhalb der Nervenzelle (Alzheimer,
1907).

Die charakteristischen Amyloid-Plaques entstehen
durch Anhdufung und Verklumpung grofier Mengen Ap.
AR entsteht aus dem Amyloid-Vorlduferprotein (APP). APP
ist ein integrales Membranprotein, welches ubiquitdr im
Korper gebildet wird (Slunt et al., 1994). An der Zellober-
flache wird APP von zwei membranstdndigen Enzymen,
der B-Sekretase und anschlieflend der y-Sekretase (Prese-
niline-1/-2) zerschnitten und es kommt zur Freisetzung des
APB. Diese AB-Fragmente konnen in ihrer Lange zwischen
35 und 42 Aminosduren variieren. Im gesunden Organis-
mus wird AP nur in geringen Mengen hergestellt und auch
sehr schnell wieder vom Korper abgebaut. Bei der Alzhei-
mer — Krankheit besteht jedoch ein Ungleichgewicht. Die
AB-Produktion wird nicht mehr addquat reguliert und es
kommt insbesondere zu einem Uberschuss von AB,, und
AB,, im Gehirn. Diese AB-Spezies bilden fibrilldre Aggre-
gate (AB-Fibrillen), welche verklumpen und sich im ext-
razelluldren Raum zu AB-Plaques zusammenlagern (Si-
mons et al., 1996). Therapieansitze, die dem Abbau dieser
Plaques dienen sollten, konnten jedoch die Symptome
der Erkrankung nicht vermindern (Head et al., 2008).
Mehrere Studien belegten zudem, dass es keinen kausa-
len Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Plaques
und den Symptomen der Krankheit gibt (Bennett, 2006;
Katzman et al., 1988). Diese zunéchst paradox anmutende
Erkenntnis konnte jedoch mithilfe neuerer Studien erklart
werden. Diese weisen darauf hin, dass kleine 16sliche Ag-
gregate des AB-Peptids, sogenannte AB-Oligomere, neuro-
toxische Eigenschaften besitzen und damit ursdchlicher
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Ausloser der Symptome von Morbus Alzheimer sein kdnn-
ten. AB-Oligomere sind eine Vorstufe der Ap-Fibrillen. Sie
umfassen losliche AB-Aggregate verschiedener Grofien
und werden auch unter dem Begriff der ADDLs (Amyloid
beta-Derived Diffusible Ligands (Lambert et al., 1998)) zu-
sammengefast. ADDLs docken an synaptische Verbindun-
gen an und storen dort die Kommunikation zwischen den
Neuronen, was zu synaptischen Ausfdllen und dadurch
zum Untergang der Neurone fiihrt.

In den hdufigsten Fillen ist die Ursache fiir die Erkran-
kung an Alzheimer nicht bekannt. Diese Falle werden un-
ter dem Synonym der sporadischen Alzheimer zusammen-
gefasst. Mit zunehmendem Alter erhoht sich das Risiko,
an sporadischer Alzheimer zu erkranken. Ebenso gelten
Umweltfaktoren, ein ungesunder Lebensstil und bestimm-
te Vorerkrankungen, wie beispielsweise Diabetes mellitus
Typ 2, als mogliche Risikofaktoren. Ein kleiner Prozentsatz
(< 1%) aller Alzheimer-Fille l4sst sich auf genetische Fak-
toren zuriickfiihren, die eine familidre Haufung aufweisen
und auch schon in jiingeren Jahren (< 50 Jahre) auftreten
konnen. Sie werden als familidre Alzheimer-Erkrankung
(familial Alzheimer’s Disease (FAD)) bezeichnet und durch
Mutationen im APP-Gen oder dem Gen fiir Prasenilin-1/-2
verursacht. Diese FAD — Mutation macht man sich bei der
Generierung von Alzheimer-Mausmodellen zu nutze. So-
genannte 5XxFAD — Mduse tragen sowohl drei verschieden
humane Mutationen im APP-Gen als auch zwei weitere im
Presenilin-1-Gen. In diesen Mdusen ist eine Bildung der
AB-Plaques schon nach acht Wochen nachzuweisen und
erste kognitive Einschrankungen lassen sich nach neun
Monaten feststellen (Oakley et al., 2006).

Der neuronale Insulinrezeptor

Das Peptidhormon Insulin spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation des Blutzuckerspiegels. Es wird von der Bauch-
speicheldriise ins Blut sezerniert und gelangt somit in den
gesamten Korper. Dort bindet es an Insulinrezeptoren (IR)
in der duf3eren Lipidmembran der Korperzellen. Durch die
Insulinbindung kommt es zu einer Autophosphorylierung
und hierdurch zu einer strukturellen Verdanderung des IR.
In seiner nun aktiven Form kann der IR intrazelluldre Ad-
apterproteine binden, welche im Zellinneren Signalkas-
kaden aktivieren (Abb.1). Diese Signale veranlassen die
Translokation von Glukose-Transportern (GLUT4) in die
Zellmembran, wodurch die Zelle in der Lage ist, Glukose
aus dem Blut aufzunehmen und zur Energiegewinnung zu
nutzen. Grofie Mengen an IR sind hauptsachlich in Mus-
kel- und Leberzellen und im Fettgewebe zu finden.
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Seit einiger Zeit weifd man jedoch auch, dass IR in vie-
len Bereichen des Gehirns gebildet werden. Die h6chsten
Mengen konnten im Hypothalamus, Hippocampus, fron-
talen Kortex und dem Bulbus Olfaktorius nachgewiesen
werden (Marks und Eastman, 1990). Ein Grof3teil der IR
ist an den synaptischen Endigungen von Neuronen lokali-
siert (Schwartz et al., 1992). Im Unterschied zum periphe-
ren IR weist der neuronale IR ein geringeres Molekularge-
wicht auf. Ferner wird seine Menge auf der Zelloberflache
durch erhohte Insulinkonzentrationen nicht herabgesetzt
(Heidenreich et al., 1983). Eine der ersten physiologischen
Funktionen, die fiir den neuronalen IR im Hypothalamus
gezeigt werden konnte, ist die Kontrolle und Regulation
des Energiehaushaltes im K&rper. Dazu bindet das aus der
Peripherie stammende Insulin an IR — spezifischer Neuro-
nenpopulationen im Hypothalamus. Dort verdndert es die
Aktivitat und Feuerrate der Neurone, was im Zusammen-
spiel mit dem Adipokin Leptin einen direkten Einfluss auf
das Essverhalten und den Energieverbrauch des Organis-
mus hat.

Zusatzlich zu der Beeinflussung des Energiestoffwech-
sels konnten dem Insulin auch neurotrophe Funktionen
nachgewiesen werden. Mehrere Studien konnten zeigen,
dass die Stimulation von IR-Signalkaskaden einen wich-
tigen Einfluss auf das Uberleben neuronaler Zellen sowie
auf das Auswachsen von Neuriten und die Synapsenbil-
dung hat (Chiu und Cline, 2010; Wozniak et al., 1993). Im
Speziellen konnte der Einfluss der insulinabhdngigen Si-
gnaltransduktion auf kognitive Prozesse und Gedachtnis-
bildung im Hippocampus und préafrontalen Kortex gezeigt
werden. Beide Bereiche bilden grofe Mengen an IR und
weisen eine hohe synaptische Plastizitdt auf. Studien an
Ratten zeigten, dass die Inaktivierung der neuronalen IR
durch interzerebroventrikuldre Injektion von Streptozoto-
zin zu einer Beeintrdchtigung des Lernverhaltens und des
Erinnerungsvermogens der Versuchstiere fiihrten (Zhao
und Alkon, 2001). In diesem Zusammenhang fand man
ebenfalls eine Verringerung der Synaptogenese im Hippo-
campus (Biessels et al., 1996; Lannert und Hoyer, 1998).
Umgekehrt erhohte sich in Ratten die Expression der IR
im Hippocampus, nachdem ihre kognitive Fdhigkeiten
trainiert wurden.

Wie in der Abb.1 zu sehen ist, fithrt die Stimulation
der IR zur Aktivierung sowohl des MAP-Kinase//ERK1,2-
Signalweges als auch des AKT-Signalweges. Forschungs-
ergebnisse weisen darauf hin, dass der MAP-Kinase//
ERK1,2-Signalweg die synaptische Aktivitdt und die neuro-
nale Verkniipfung unabhdngig vom Glukosestoffwechsel
fordert. Diese Erkenntnisse riicken den neuronalen IR in
den Fokus der Forschung, die es sich zum Ziel gesetzt hat,
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b) Akt-Kaskade

Abb. 1: Insulinrezeptor-Signaltransduktion. Durch Bindung von Insulin an den IR kommt es zur Autophosphorylierung an verschiedenen
Tyrosinresten. Dort kénnen anschlieBend die Adaptermolekiile Insulin Receptor Substrate-1 (IRS-1) und IRS-2 binden, welche hierdurch
aktiviert werden. Abhdngig von den Adaptermolekiilen kénnen zwei verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden: a) Bei der Akt-Kaskade
wird durch Interaktion mit IRS-1 die regulatorische Untereinheit der PI-3-Kinase (p85) aktiviert. Diese wiederum katalysiert in der Zellmemb-
ran die Generierung von phosphatidylinositol-3,4,5-triphospate (PIP3). PIP3 aktiviert die Kinase PDK, welche ihrerseits Akt (protein kinase
B) phosphoryliert und aktiviert. Dies reguliert Prozesse wie Glukoseaufnahme sowie Protein-und Lipidsynthese. b) Bei der zweiten
Signalkaskade, wird iiber IRS-1/-2 das Adapterprotein Grb-2 und anschlieSend mSOS rekrutiert. Dieser Komplex aktiviert die GTPase Ras,
wodurch liber weitere Kinasen (Raf-1, MEK 1/2) am Ende die MAP-Kinase ERK 1/2 aktiviert wird. Uber diesen Signalweg kénnen Wachstum,
Differenzierungsprozesse und die Viabilitdt der Zelle beeinflusst werden (Abb. 1 modifiziert aus Herzer et al., 2016).

dem Verlust der kognitiven Fahigkeiten bei neurodegene-
rativen Erkrankungen entgegenzuwirken.

Alzheimer, Neuroinflammation, und
neuronale Insulinresistenz

In den vergangenen Jahren sind verschiedene Hypothesen
zur Atiologie und zum Verlauf der sporadischen Alzhei-
mer-Krankheit aufgestellt worden. In diesem Review soll
insbesondere auf den Zusammenhang zwischen neurona-
ler Insulinresistenz und Morbus Alzheimer eingegangen
werden.

Adipositas und Diabetes mellitus Typ II stehen im Ver-
dacht, das Risiko fiir eine spatere Alzheimer-Erkrankung
zu erh6hen (Walker und Harrison, 2015). Im Jahr 2012 wur-
de gezeigt, dass Adipositas und fettreiche Ernahrung zu
entziindlichen Reaktionen im Gehirn, der sogenannten
Neuroinflammation, fithrt (Thaler et al., 2012). Neuroin-
flammation zeigt sich sowohl in einer morphologischen

Verdnderung der Gliazellen (Astrogliose und Mikroglio-
se) als auch in einer Erh6hung von Entziindungsmarkern
(z.B. TNF-a and IL-1B). Die 2013 begriindete ,, Inflammation
hypothesis of Alzheimer’s disease“ besagt, dass neuroin-
flammatorische Vorgange im Gehirn krankhafte Verande-
rungen der Alzheimer-Krankheit begiinstigen (Krstic und
Knuesel, 2013). Beispielsweise werden Mikroglia in ihrer
physiologischen Funktion gehemmt, Abfallstoffe (z.B.
fehlgefaltete oder unzureichend degradierte Proteine) zu
beseitigen. Dies fiihrt zu einer Destabilisierung der Syn-
apsen. Neuroinflammation begiinstigt ebenfalls die Bil-
dung der neurotoxischen ADDLs im Gehirn. Diese binden
an synaptische Transmembranrezeptoren und blockieren
deren normale Aktivitat. Zudem verursachen ADDLSs eine
Reduktion der IR an der Nervenzelloberfldache (De Felice et
al., 2009). Ein entsprechender Verlust der Insulinsignale
fiihrt neben Stérungen des Glukosestoffwechsels auch zu
Funktionsbeeintrdchtigungen der Synapsen und trédgt ent-
scheidend zur Degeneration der betroffenen Neurone bei.

Tatsdachlich wurden eine verminderte insulinabhan-
gige Signaltransduktion und geringere Mengen an IR in
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Dynamische
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Abb. 2: Schematische Darstellung der neuronalen Zellmembran. Die Zellmembran besteht aus einer Lipiddoppelschicht. Ihre Hauptbestand-
teile sind Phospholipide und Cholesterin. Spezielle glykosylierte Lipide, die sogenannten Ganglioside, befinden sich im duBeren Teil der
Lipiddoppelschicht. Dort sind sie an der Bildung sogenannter dynamischer Lipid-Mikrodomanen beteiligt, welche sich durch einen hohen
Anteil an Gangliosiden sowie Cholesterin auszeichnen. Wichtige zelluldre Prozesse, wie beispielsweise Signaltransduktion von Transmemb-

ranrezeptoren, finden bevorzugt in Lipid-Mikrodoméanen statt.

Gehirnen von Alzheimer-Patienten nachgewiesen (Steen
et al., 2005). Der Versuch, diesen Verlust durch intrana-
sale Insulinapplikation bei Alzheimer-Patienten auszu-
gleichen, zeigte in der Tat Verbesserungen im Kurzzeitge-
déchtnis (Reger et al., 2006), die jedoch nicht {iber einen
langeren Zeitraum aufrechterhalten werden konnten. Dies
konnte auf die verminderte Insulinsensitivitdt alzheimer-
betroffenen Neurone zuriickgefiihrt werden.

Die Lipidzusammensetzung der Nervenzellmem-
branen beeinflusst neben allgemeinen Vorgdngen wie
der APP-Prozessierung (Clement et al., 2010) auch die
Aktivitat und Sensitivitat von IR (Herzer et al., 2015; Ka-
bayama et al., 2007). Daher haben wir einen neuartigen
Forschungsansatz entwickelt, bei dem eine verdnderte
Lipidzusammensetzung und eine damit einhergehende
Erhéhung der Insulinsensitivitdt die Nervenzellen in ver-
schiedenen Alzheimer-Modellen schiitzt.

Membranlipide modulieren
Nervenzellrezeptoren

Ein bedeutender Teil der Signaltransduktion geht von
Transmembranrezeptoren aus, welche die Zellmembran
durchspannen. Krankhafte Verdnderungen von Trans-
membranproteinen, wie beispielsweise irreversible Pro-
teinmodifikationen als Konsequenz eines erhohten oxi-
dativen Stresses, tragen zum Sterben der Nervenzellen
bei neurodegenerativen Erkrankungen bei (Hajieva et
al., 2015). Neben prominenten Lipiden (Phospholipide,
Cholesterin) befinden sich in der Zellmembran auch so-
genannte Glykosphingolipide. Diese besitzen zusitzlich
zu ihrem hydrophoben Membrananker eine variable hy-
drophile Kopfgruppe aus Kohlenhydratresten. Zu den
Glykosphingolipiden gehdren auch die speziell im Ner-
vensystem gehduft vorkommenden Ganglioside, die sich
im dufleren Teil der Lipiddoppelschicht befinden (Abb. 2,
Exkurs 1). Diese spielen eine essenzielle Rolle in der post-
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natalen Entwicklung des Gehirns (Jennemann et al., 2005)
und modulieren die Aktivitdt von Transmembranrezepto-
ren in adulten Neuronen (Nordstrom et al., 2013).

In Zellmembranen gibt es sogenannte Lipid-Mikro-
doménen (Abb. 2). Diese zeichnen sich durch eine hohe
Dichte an Sphingolipiden und Cholesterin, aber auch an
spezifischen Proteinen wie Caveolin-1 und Transmemb-
ranrezeptoren, aus. Innerhalb dieser dynamischen Na-
nostrukturen finden wichtige Membranprozesse, wie Si-
gnaltransduktion, Endo- und Exozytose, statt (Inokuchi,
2010). Ganglioside sind an der Bildung dieser Mikrodo-
ménen beteiligt (Abb. 2). Wir konnten nachweisen, dass
Ganglioside die Aktivitdt und Sensitivitat von neuronalen
Transmembranrezeptoren durch dynamische molekulare
Interaktionen modulieren. In den folgenden Abschnitten
beschreiben wir, wie Verdnderungen der Gangliosidbio-
synthese in Neuronen deren Insulinsensitivitdt sowie den
Krankheitsverlauf in einem Alzheimer-Mausmodell beein-
flussen.

Hemmung der Gangliosidbiosyn-
these erhoht die Insulinsensitivitat
hippocampaler Neurone

Bereits vor einigen Jahren fand man heraus, dass das Gan-
gliosid GM3 in weiflen Fettzellen als natiirlicher Hemm-
stoff der IR fungiert (Kabayama et al., 2007). Entsprechend
konnten Fettleber und erhdhte Blutzuckerwerte in adip6-
sen Mausen erfolgreich durch Hemmung der Gangliosid-
biosynthese behandelt werden (Zhao et al., 2009). Im Ge-
gensatz zu Leber- und Fettzellen synthetisieren Neurone
jedoch vorwiegend komplexe Ganglioside. Da individuelle
Gangliosid-Spezies nicht redundant sind und Rezeptoren
auf verschiedene Art regulieren konnen, musste zunachst
untersucht werden, ob eine Verringerung der Ganglioside
die Insulinsensitivitdt von Neuronen erh6hen und diese
somit vor der schdadlichen Wirkung der ADDLs schiitzen
kann.

In unserer Studie haben wir das Schliisselenzym
der Gangliosidbiosynthese, die Glukosylceramidsyntha-
se (GCS), mithilfe des pharmakologischen Hemmstoffes
GENZ-123346 (GENZ) (Richards et al., 2012) in kultivierten
hippocampalen Neuronen gehemmt (Abb. 3a). In der Tat
zeigt sich eine verstirkte insulinabhdngige Signaltrans-
duktion in GENZ-behandelten Neuronen (Herzer et al.,
2016). Die spezifische Erhohung des ERK1/2-Signalweges
in GENZ-behandelten Zellen ist insbesondere im Hinblick
auf Alzheimer bemerkenswert, da eine erhéhte ERK1/2-Si-
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Abb. 3: Hemmung der Gangliosidbiosynthese schiitzt Neurone vor
neurotoxischen B-amyloid-Oligomeren. a Das Schliisselenzym der
Gangliosidbiosynthese ist die Glukosylceramidsynthase (GCS). Die
Gangliosidbiosynthese kann sowohl pharmakologisch durch das
Ceramid-Analogon GENZ als auch genetisch durch zellspezifische
Deletion des Allels (GCS flox//Cre-Mduse) gehemmt werden. Der
Promoter, welcher die Expression der Cre-Rekombinase kontrolliert,
bestimmt, in welchen Zellen die Gangliosidbiosynthese unterdriickt
wird. b ADDL-Exposition verringert die Viabilitat von Neuronen.
GENZ-behandelte Neurone sind jedoch resistenter gegeniiber den
schédlichen Effekten der ADDLs (Abb. 3.b) modifiziert aus Herzer et
al., 2016).

gnaltransduktion das Uberleben der Nervenzellen sowie
die kognitive Leistungsfahigkeit stimuliert. Interessan-
terweise zeigt sich jedoch gleichzeitig, dass die GENZ-Be-
handlung nicht nur die Signaltransduktion, sondern auch
die Menge der IR in den Neuronen erhoht (Herzer et al.,
2016). Folglich haben wir untersucht, ob eine Hemmung
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der Gangliosidbiosynthese und eine damit verbundene
Erhdhung der Insulinsensitivitat die Neuronen in Alzhei-
mer-Modellen schiitzen konnte.

Hemmung der Gangliosidbiosyn-
these schiitzt Neurone vor dem
schadlichen Einfluss der ADDLs

Neuronale Insulinresistenz ist eines der sehr komplexen
pathologischen Charakteristika der Alzheimer-Krankheit.
Sie fiihrt zu Funktionsstérungen der Synapsen und tragt
entscheidend zur Neurodegeneration bei. Neurotoxische
ADDLs, die bei Alzheimer gebildet werden, fiihren zum
Verlust der dendritischen IR und somit zu Insulinresistenz
(De Felice et al., 2009). Somit ist es ein sehr wichtiges Ziel
gewesen, herauszufinden, ob die Hemmung der Ganglio-
sidbiosynthese durch GENZ die hippocampalen Zellkultu-
ren vor ADDLs schiitzen kann. In der Tat beobachten wir
folgende neuroprotektive Effekte der GENZ-Behandlung
(Herzer et al., 2016):

Viabilitdt. Der MTT-Uberlebenstest ermittelt die
Stoffwechselaktivitat von Zellen. Die fiir diese Reaktion
notige zelluldre Enzymaktivitdt korreliert mit der Viabili-
tat. ADDLs verringern die Viabilitat von kultivierten hip-
pocampalen Neuronen erheblich. Eine vorhergehende
GENZ-Behandlung erhéht jedoch die Uberlebensrate von
Neuronen, die den ADDLs ausgesetzt sind (Abb. 3 b).

IR auf der Zelloberfldche. ADDLs bewirken eine Re-
duktion der IR an der Nervenzelloberfliche. Dies kann
jedoch durch die Hemmung der Gangliosidbiosynthese
verhindert werden.

Insulinabhdingige Signaltransduktion. Der Verlust der
oberflachlichen IR beeintrdachtigt die insulinvermittelte Si-
gnaltransduktion. Der innovative proximity ligation assay
(PLA®, Duolink®) kann phosphorylierte und somit akti-
ve IR in den Dendriten kultivierter Neurone nachweisen
(Abb. 4a). Wie auch bereits von anderen Arbeitsgruppen
beschrieben (De Felice et al., 2009), zeigt der PLA®, dass
ADDLs die insulinstimulierte Phosphorylierung dendriti-
scher IR vermindern. Dieser schadliche Effekt kann jedoch
durch GENZ verhindert werden (Abb. 4b).
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Caveolin-1-Verringerung durch
GENZ stabilisiert die IR auf der
Nervenzelloberfldche

Die aus dem Protein Caveolin-1 geformten Caveolae sind
spezielle Mikrodoménen in der Zellmembran, in denen
Endozytose stattfindet. In Caveolae befinden sich zudem
hohe Mengen an Cholesterin sowie Sphingolipiden. Inter-
essanterweise weisen gangliosiddefiziente Neurone deut-
lich weniger Caveolin-1 und eine entsprechend verringerte
Zahl an Caveolae auf (Herzer et al., 2016).

Nach Ligandenbindung werden IR sowohl in clath-
rinbeschichteten Vesikeln als auch in Caveolae endozy-
tiert. Somit reguliert Caveolin-1 die Menge an IR auf der
Zelloberflache. Da der Caveolin-1-Gehalt im Gehirn von
Alzheimer-Patienten erhoht ist (Gaudreault et al., 2004),
wird den Caveolae eine potenziell entscheidende Bedeu-
tung bei der Krankheitsentstehung zugemessen. Mithilfe
des PLA® konnen wir erstmalig direkt zeigen, dass ADDLs
die molekularen Interaktionen zwischen a) Caveolin-1 und
Gangliosid GDla, b) IR und GDla, sowie ¢) IR und Cave-
olin-1, signifikant verstarken. In gangliosiddefizienten
Neuronen finden sich hingegen weniger Interaktionen
zwischen IR und Caveolin-1. Wir vermuten, dass ganglio-
sidinduzierte IR/Caveolin-1-Interaktionen fiir die IR-Endo-
zytose notwendig sind (Herzer et al., 2016).

Somit postulieren wir einen neuartigen molekularen
Mechanismus, bei dem Ganglioside in der Nervenzell-
membran alzheimerinduzierte Insulinresistenz durch Sti-
mulation der Expression von Caveolin-1 und molekularer
Interaktionen mit IR begiinstigen. Eine Hemmung der GCS
und damit die Reduktion der Caveolae stabilisieren die IR
in Neuronen, welche den neurotoxischen ADDLs ausge-
setzt sind (Abb. 5).

Hemmung der Gangliosidbio-
synthese schiitzt auch in einem
Alzheimer-Mausmodell vor
Neurodegeneration

In Neuronen adulter Alzheimer-Mause (5xFAD-Mause; Ex-
kurs 2) kann die GCS und somit die Gangliosidbiosynthe-
se gehemmt werden. Tatsdachlich weisen diese Tiere eine
geringere Neurodegeneration im zerebralen Kortex auf,
trotzdem der Gehalt der Amyloid-Plaques nicht reduziert
ist. Des Weiteren schiitzt die GCS-Deletion die Alzheimer-
Méuse vor einem Verlust neuronaler IR im Kortex.
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Abb. 4: Erhohte Insulinsensitivitdt von GENZ-behandelten Neuronen im Alzheimer-Modell. a Molekulare Interaktionen kdnnen durch die
innovative Technik proximity ligation assay (PLA®) sichtbar gemacht werden. Der PLA® ermdglicht die Detektion von Interaktionspartnern
durch Antikorper zweier verschiedener Spezies sowie durch oligonukleotidgekoppelte PLA®-Sekundarantikdrper. Die Adapter-Oligonukleo-
tide werden ligiert und bilden eine Matrize fiir die anschlieffende ,,Rolling-Circle Amplification“. Das entstehende Amplifikat wird mit einer
fluoreszenzkonjugierten Sonde sichtbar gemacht. Phosphorylierte und somit aktive IR in neuronalen Dendriten kénnen mit PLA® spezifisch
nachgewiesen werden. b In einem Alzheimer-Modell werden kultivierte Neurone den neurotoxischen AB-Oligomeren (ADDLs) ausgesetzt.
Der PLA® zeigt einen Riickgang der insulinstimulierten IR-Phosphorylierung nach ADDL-Exposition. Die Hemmung der Gangliosidbiosyn-
these durch GENZ hingegen erhdlt die Insulinsensitivitdt von Nervenzellen, die den ADDLs ausgesetzt sind (Abb. 4.b) modifiziert aus Herzer
etal., 2016).

Unsere Hypothese besagt, dass Ganglioside die AB- Ausblick

induzierte Internalisierung des IRs in Caveolae fordern.

In der Tat zeigt sich, dass alzheimerbedingte molekula- Seit vielen Jahren wird vermutet, dass Membranlipide

re Interaktionen zwischen Caveolin-1 und IR durch GCS- nicht nur eine mechanische Barriere darstellen, sondern

Deletion verhindert werden konnen (Herzer et al., 2016). sowohl aktiv in die Modulation von Signaltransduktions-

Somit haben sich grundlegende Beobachtungen aus un- prozessen eingreifen als auch Prozesse bei neurodegene-

seren Zellkulturarbeiten, nach denen die Hemmung der rativen Erkrankungen beeinflussen kénnen. Spezifisch

Gangliosidbiosynthese neuroprotektiv wirkt, in einem in Bezug auf Alzheimer wurde bereits gezeigt, dass die

Alzheimer-Mausmodell bestatigt. Membranfluiditdt, welche durch die Lipidzusammenset-
zung der Membran bestimmt wird, Vorgdnge wie die APP-
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Abb.5: Hemmung der Gangliosidbiosynthese schiitzt vor alzheimerinduzierter Neurodegeneration und Insulinresistenz. Die Ergebnisse
legen nahe, dass Ganglioside die AB-induzierte Endozytose der IR in Caveolae und somit Insulinresistenz und Neurodegeneration begiinsti-
gen (linkes Schema). Die Hemmung der GCS hingegen verringert die Caveolin-1-Mengen und erh6ht die Uberlebensrate neuronaler Zellen
sowie deren Insulinsensitivitdt in einem Alzheimer-Modell (rechtes Schema). Es wird vermutet, dass die Hemmung der GCS ebenso zur
hoheren Uberlebensrate von gangliosiddefizienten Neuronen in Alzheimer-M&usen beitrigt (Abb. 5. modifiziert aus Herzer et al., 2016).

Prozessierung beeinflusst (Clement et al., 2010). Unsere
Ergebnisse begriinden nun eine weitere Hypothese, die
besagt, dass Ganglioside in der Zellmembran die ADDL-in-
duzierte neuronale Insulinresistenz und, als Konsequenz,
die Neurodegeneration begiinstigen kénnen. Dies bedeu-
tet in erweiterter Konsequenz, dass die neuronale Gang-
liosidbiosynthese potenziell eine entscheidende Rolle im
Verlauf der Alzheimer-Krankheit spielen konnte. Die Hem-
mung des Schliisselenzyms der Gangliosidbiosynthese,
der GCS, konnte somit ein neues potenzielles therapeu-
tisches Ziel fiir die Bekampfung der Alzheimer-Krankheit
darstellen. In dieser Hinsicht wird es am wichtigsten sein,
zu erforschen, ob die Hemmung der GCS einen Effekt auf
das kognitive Leistungsvermoégen von betroffenen Tieren
haben wird.

Hingegen bedarf diese Hypothese einer weiteren em-
pirischen Untermauerung durch zielgerichtete experimen-
telle Studien. Ein mdgliches therapeutisches Potenzial
von GCS-Hemmstoffen wie GENZ muss beispielsweise im
Detail in weiteren Tiermodellen, speziell der sporadischen
Alzheimer-Krankheit, evaluiert werden.

Dabei spielen auch weitere Zelltypen im Gehirn, spe-
ziell die Gliazellen, eine wichtige Rolle. Diesen Zellen wird
ebenfalls eine entscheidende Bedeutung bei der Entste-
hung und dem Verlauf von Morbus Alzheimer zugemes-
sen. Neuroinflammatorische Verdnderungen hervorgeru-
fen durch Astrozyten und Mikroglia stehen im Verdacht,
die sporadische Alzheimer-Erkrankung zu begiinstigen,
wenn nicht gar auszulosen. Somit wird es ein entschei-
dendes Ziel sein, herauszufinden, inwiefern Ganglioside
in diesen Zelltypen zur Entstehung der Neuroinflamma-
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tion beitragen. Dies kann durch eine Kombination aus
in vivo- und in vitro-Versuchen mit Hemmung der GCS in
Astrozyten oder Mikroglia erfolgen. Zundchst miissen die
Morphologie der Gliazellen sowie kognitive Funktionen
und Nervenzellverbindungen in betroffenen Mdusen mit
GCS-Hemmung in Gliazellen untersucht werden. Dies
wadre ein erster Schritt, um herauszufinden, ob Ganglio-
side Neuroinflammation und Neurodegeneration bei Alz-
heimer beeinflussen.

Exkurs 1: Ganglioside

Ganglioside sind Lipide mit einer spezifischen chemischen
Struktur, die in der duf3eren Schicht der Zellmembran vor-
kommen. Sie wurden 1942 erstmalig von Ernst Klenk aus
Gehirngewebe isoliert und erhielten den Namen ,,Gangli-
oside“. Neben ihrem sehr hohen Vorkommen im Gehirn
werden Ganglioside in nahezu allen Zellen des Korpers
gebildet. Sie tragen zur Bildung dynamischer Mikrodo-
maénen in Zellmembranen bei, in denen sie die Aktivitat
von Transmembranrezeptoren modulieren. Ganglioside
besitzen einen hydrophoben Ceramidanker und eine hyd-
rophile Kopfgruppe bestehend aus einer Kette von Kohlen-
hydratresten. Dabei besitzen Ganglioside typischerweise
mindestens einen oder mehrere Sialinsdurereste in der
Kopfgruppe. Das Schliisselenzym der Gangliosidbiosyn-
these ist die Glucosylceramidsynthase (GCS), welche die
Addition eines aktivierten Glukosylrestes an das Ceramid
katalysiert. Die weitere Addition eines Galaktosylrestes
fiihrt schlief3lich zur Bildung des allgemeinen Gangliosid-
vorldufermolekiils Lactosylceramid. Durch die sequenzi-
elle Aktivitat weiterer Enzyme werden weitere Zuckerreste
an das Lactosylceramid angefiigt. Dies fiihrt zur Bildung
verschiedener Arten von Gangliosiden, welche sich somit
durch ihre individuellen Kopfgruppen unterscheiden. Ver-
schiedene Zelltypen weisen unterschiedliche Gangliosid-
Expressionsmuster auf. In Nervenzellen befinden sich
hohe Konzentrationen der komplexen Ganglioside GMI,
GD1la, GD1b, GT1bh, und GQlb, wohingegen Astrozyten
hauptsdchlich Ganglioside mit einfachen Strukturen, wie
GM3 und GD3, bilden.

Exkurs 2: Ganglisiddefiziente
Alzheimer-Maduse

Die Gangliosidbiosynthese kann durch Deletion des
Schliisselenzyms Glucosylceramidsynthase (GCS; Gen:
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Ugcg) zellspezifisch gehemmt werden (Jennemann et al.,
2005). Dies geschieht mithilfe des sogenannten Cre-LoxP-
Systems, mit welchem gezielt Sequenzen markiert (,,geflo-
xt“) und aus der DNA herausgeschnitten werden kénnen.
Der Promoter, der die Expression der Cre-Rekombinase
kontrolliert, bestimmt die Zellen, in denen die Rekombi-
nase aktiv sein soll. Mduse mit ,,gefloxten” Ugcg-Allelen
werden demnach mit Tieren gekreuzt, die das schneiden-
de Enzym Cre-Rekombinase spezifisch in Neuronen des
Vorderhirnes, bilden (Nordstrom et al., 2013). Da die Cre-
Expression bei diesen Tieren durch die Gabe von Tamoxi-
fen erst induziert wird, kann die Gangliosidbiosynthese in
adulten Neuronen gehemmt werden. Diese Tiere werden
schliefllich mit einem gdngigen Mausmodell fiir Alzhei-
mer, den 5XxFAD-Mausen (Oakley et al., 2006), gekreuzt,
die eine progrediente Alzheimer-Erkrankung mit Amyloid-
Ablagerungen und Neurodegeneration ab einem Alter von
drei Monaten aufweisen.

Danksagung: Unsere Arbeit wird unterstiitzt von der Alz-
heimer Forschung Initiative e. V. und der Deutschen For-
schungsgemeinschaft (DFG-Grants NO-1107/11 und HE-
7978/1-1).
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Abstract: Alzheimer’s disease is a degenerative disease
of the central nervous system, which leads to severe defi-
cits in memory and orientation by a progressive loss of
neurons and synapses. Soluble B-amyloid oligomers are
highly neurotoxic precursors of B-amyloid fibrils that ac-
cumulate in Alzheimer’s disease. Binding of B-amyloid
oligomers to synaptic insulin receptors leads to neuronal
insulin resistance, which significantly contributes to cog-
nitive impairments.

Insulin receptors are located in the cell membrane, which
consists of a lipid bilayer and contains high amounts of
glycosylated lipids, the so-called gangliosides. Ganglio-
sides regulate insulin receptor activity via dynamic molec-
ular interactions and facilitate the f-amyloid oligomer-in-
duced insulin resistance. Thus, inhibiting ganglioside
biosynthesis can protect neurons from the detrimental
effects of B-amyloid oligomers.

Keywords: Alzheimer’s disease, insulin resistance, gangli-
osides, neurodegeneration, caveolin-1

Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease, which was initially described by
Alois Alzheimer in 1906, is characterized by two patho-
logical changes in the brain; senile plaques, consisting of
B-amyloid (AB) peptides, are found outside the neurons
and neurofibrillary tangles, consisting of hyperphos-
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phorytaled tau protein, are found inside the neurons (Alz-
heimer, 1907).

Amyloid plaques are built up by large amounts of ac-
cumulated and aggregated Af. AP is generated from the
amyloid precursor protein (APP). APP is an integral mem-
brane protein that is ubiquitously expressed throughout
the body (Slunt et al., 1994). The sequential cleavage of
APP by membrane-bound f- and y-secretases (presenilins
1/2) gives rise to AP fragments. These fragments display
variable sizes, ranging from 35 to 42 amino acids. Under
physiological conditions, only very low amounts of AB
are produced and they are rapidly cleared. In the case of
Alzheimer’s disease, Ap production is no longer appropri-
ately regulated and leads to an accumulation of specifi-
cally AB,, and AB,, in the brain. AB,, and Ap,, are prone
to form aggregating AP fibrils, which are subsequently
deposited in the form of Ap plaques in the extracellular
space (Simons et al., 1996). Therapeutic efforts aiming at
diminishing the plaque load were not able to ameliorate
the symptoms of Alzheimer’s disease (Head et al., 2008).
In this respect, several studies demonstrated that there
is no direct correlation between the occurrence of AB
plaques and the severity of disease symptoms (Bennett,
2006; Katzman et al., 1988). However, researchers have
been able to explain these seemingly paradoxical find-
ings. Current results indicate that small soluble oligomeric
AP aggregates are highly neurotoxic and may therefore be
causative for the onset of Alzheimer’s disease symptoms.
Oligomeric AP aggregates are precursors of Ap fibrils and
comprise soluble aggregates of variable sizes, termed am-
yloid-B-derived diffusible ligands (ADDLs) (Lambert et al.,
1998). ADDLs bind to synapses, where they interfere with
the transmission of information, ultimately leading to syn-
aptic dysfunction and neurodegeneration.

What causes the majority of the Alzheimer’s disease
cases is not known. These are therefore termed “sporadic
Alzheimer’s disease”. The risk of developing sporadic Alz-
heimer’s disease increases with age. Moreover, environ-
mental factors, an unhealthy lifestyle and certain pre-ex-
isting conditions, such as type 2 diabetes, are considered
potential risk factors for sporadic Alzheimer’s disease. In
a minority of cases (less than 1%), however, inheritable
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Fig. 1: Insulin receptor signal transduction. Binding of insulin to the IR induces auto-phosphorylation at various tyrosine residues. Subse-
quently, adapter molecules (insulin receptor substrate-1 (IRS-1) and IRS-2) are activated by binding to the autophosphorylated IR. Two
different signaling cascades can be elicited depending on the adapter molecules: a) AKT pathway: The regulatory sub-unit of PI-3-kinase
(p85) is activated by interacting with IRS-1and catalyzes the formation of phosphatidyl-inositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). Subsequently,
PIP3 activates the kinase PKD, which in turn phosphorylates and activates AKT (protein kinase B). This pathway regulates processes such as
glucose uptake as well as protein and lipid biosynthesis. b) MAP-kinase ERK1/2 pathway: In this case, the adapter proteins Grb-2 and mS0OS
are recruited by IRS-1 and IRS-2. This complex activates the GTPase Ras and, subsequently, further kinases (Raf-1, MEK 1/2). Finally,
MAP-kinase ERK1/2 is activated. This signaling pathway regulates cell growth, cell differentiation, and cell viability. (Fig. 1 modified from

Herzer et al., 2016).

genetic mutations are known to elicit an aggressive and
early-onset disease variant, termed familial Alzheimer’s
disease (FAD). FAD is caused by various mutations in the
genes encoding either APP or presenilin 1/2. Alzheimer’s
disease mouse models have been generated with the help
of these FAD mutations. So-called 5xFAD mice harbor
three different mutations in the APP gene and two muta-
tions in the presenilin-1 gene. These mice display a rap-
id onset of B-amyloid plaque accumulation at the age of
8 weeks as well as cognitive impairments at the age of 9
months (Oakley et al., 2006).

The neuronal insulin receptor

The peptide hormone insulin plays an important role in
blood glucose regulation. It is secreted by the pancreas
and distributed by the blood stream throughout the body.
Insulin binds to insulin receptors (IR) located in plasma
cell membranes. Insulin binding induces IR auto-phos-

phorylation and a change in conformation. In its active
form, the IR is able to recruit and bind intracellular adapt-
er molecules that activate further intracellular signaling
cascades (Fig. 1). These signals induce the translocation of
glucose transporters (GLUT4) into the cell membrane and
thus enable the cell to utilize glucose for energy genera-
tion. Liver and muscle cells as well as adipocytes express
high amounts of IR.

It has been known for a long time that IR are also ex-
pressed in various areas of the brain. Among the regions
displaying the highest IR expression are the hypothala-
mus, the hippocampus, the frontal cortex, and the olfac-
tory bulbs (Marks and Eastman, 1990). The bigger part of
the IR is expressed at synaptic terminals (Schwartz et al.,
1992). The neuronal IR has a lower molecular weight than
the peripheral IR. Moreover, in contrast to the peripheral
IR, increasing concentrations of insulin do not decrease
neuronal IR levels on the cell surface (Heidenreich et al.,
1983). One of the initial physiological functions that was
described for the neuronal IR was the regulation of energy
homeostasis and body weight. In order to accomplish this,
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peripheral insulin binds to IR present in specific hypotha-
lamic neuronal populations and, in conjunction with the
adipokine leptin, adjusts the neuronal activity as well as
the neuronal firing rate. This in turn directly influences
the feeding behavior and the energy expenditure of the
body.

In addition to the regulation of body energy homeo-
stasis, the IR also exerts neurotrophic functions. Several
studies have demonstrated that IR signaling stimulates
neuronal survival as well as axonal growth and synapse
formation (Chiu and Cline, 2010; Wozniak et al., 1993).
Specifically, they have shown an IR signal-dependent
stimulation of cognitive processes and memory formation
in the hippocampus and the prefrontal cortex. These brain
regions express large amounts of IR and display high syn-
aptic plasticity. Experiments in rats showed that an inac-
tivation of the neuronal IR by intracerebroventricular in-
jection of streptozotocin leads to impairments in learning
and memory formation (Zhao and Alkon, 2001). In line
with this, synaptogenesis in the hippocampus was also
reduced (Biessels et al., 1996; Lannert and Hoyer, 1998).
Conversely, cognitive training increased IR expression in
the hippocampus of rats.

As shown in Fig. 1, IR stimulation activates both the
MAP-kinase/ERK1,2 and the AKT pathways. Research find-
ings indicate that particularly the MAP-kinase/ERK1,2-de-
pendent signaling stimulates synaptic function and neu-
ronal wiring, independent of glucose regulation. These
results have put the neuronal IR into the focus of research-
ers who intend to counteract the cognitive decline that ac-
companies neurodegenerative diseases.

Alzheimer’s disease, neuroin-
flammation, and neuronal insulin
resistance

In recent years, several hypotheses about the etiology and
progression of sporadic Alzheimer’s disease have been
put forward. This review will mainly cover the connec-
tions between neuronal insulin resistance and Alzhei-
mer’s disease.

Obesity and type 2 diabetes are suspected to increase
the risk of developing Alzheimer’s disease (Walker and
Harrison, 2015). In 2012, researchers showed that obesi-
ty and high fat diet elicit neuroinflammation (Thaler et
al., 2012). Characteristic hallmarks of neuroinflammation
are morphological changes of glial cells (astrogliosis and
microgliosis) as well as increases in pro-inflammatory
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cytokines (e.g. TNF-a and IL-1B). In 2013, the “inflamma-
tion hypothesis of Alzheimer’s disease” was put forward,
suggesting that neuroinflammatory processes in the brain
facilitate pathophysiological changes typical of Alzhei-
mer’s disease (Krstic and Knuesel, 2013). For example,
neuroinflammation disturbs the physiological microglial
function to an extent that these cells are no longer able
to appropriately clear cellular debris, including misfolded
or inadequately degraded proteins. This leads to synaptic
destabilization. Moreover, neuroinflammation triggers the
generation of neurotoxic ADDLs in the brain. ADDL bind-
ing to synaptic transmembrane receptors interferes with
their physiological activity. Additionally, ADDLs promote
IR loss from the neuronal cell surface (De Felice et al.,
2009). Besides disturbing the cell’s glucose homeostasis,
a loss of insulin signaling also reduces synaptic function
and promotes the degeneration of affected neurons.

In fact, lower insulin-dependent signaling and re-
duced IR levels were found in brains of Alzheimer’s dis-
ease patients (Steen et al., 2005). A therapeutic approach
to counterbalance the loss of IR signaling by intranasal
application of insulin indeed improved the short-term
memory (Reger et al., 2006). However, it was not possible
to maintain these improvements for a longer period, per-
haps due to a decreased insulin sensitivity in the affected
neurons.

Besides more general processes such as APP cleavage
(Clement et al., 2010), the lipid composition of the neuro-
nal membrane affects IR activity and sensitivity (Herzer et
al., 2015; Kabayama et al., 2007). Thus, we have developed
a novel research approach by showing that an altered
membrane lipid composition and a concomitant increase
of neuronal insulin sensitivity can protect neurons in var-
ious models of Alzheimer’s disease.

Membrane lipids modulate neuronal
receptors

A major part of the cellular signal transduction originates
at transmembrane receptors embedded in the plasma
cell membrane. Pathological changes in transmembrane
proteins, such as irreversible protein modifications due
to increased oxidative stress, contribute to cell death in
neurodegenerative diseases (Hajieva et al., 2015). Besides
well-known lipids like phospholipids and cholesterol, the
membrane also contains so-called glycosphingolipids. In
addition to their hydrophobic membrane anchor, glyco-
sphingolipids contain a hydrophilic head group consist-
ing of variable carbohydrate residues.
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Fig. 2: Scheme of the neuronal membrane. The cell membrane is composed of a lipid bilayer. Phospholipids and cholesterol are the main
components. Specific glycosylated lipids, the so-called gangliosides, are located in the outer leaflet of the cell membrane. They take part in
the formation of so-called lipid micro-domains, which are characterized by a high content of gangliosides and cholesterol. Important
cellular processes, such as transmembrane receptor signal transduction, are mainly taking place in lipid micro-domains.

Gangliosides, a sub-class of glycosphingolipids, are
highly expressed in the central nervous system and locat-
ed in the outer leaflet of the plasma cell membrane (Fig. 2
and Excursion 1). Gangliosides play an important role in
postnatal brain development (Jennemann et al., 2005)
and modulate the activity of transmembrane receptors in
adult neurons (Nordstrom et al., 2013).

The cell membrane contains so-called lipid micro-do-
mains (Fig.2), which are characterized by high amounts
of sphingolipids and cholesterol, but also by specific
proteins, such as caveolin-1 and transmembrane recep-
tors. Within these dynamic nano structures, important
membrane processes, such as signal transduction, endo-,
and exocytosis take place (Inokuchi, 2010). Gangliosides
contribute to the formation of these membrane micro-do-
mains (Fig. 2). We could show that gangliosides modulate
the activity and sensitivity of transmembrane receptors
by dynamic molecular interactions. In the following sec-
tions, we describe how alterations in neuronal ganglioside
biosynthesis influences both neuronal insulin sensitivity

and disease progression in a mouse model of Alzheimer’s
disease.

Inhibition of ganglioside biosynthe-
sis increases the insulin sensitivity
of hippocampal neurons

Already a decade ago, it was observed that ganglioside
GM3 acts as a natural inhibitor of IR in white adipocytes
(Kabayama et al., 2007). In line with these findings, an
inhibition of ganglioside biosynthesis successfully coun-
teracted liver steatosis and high blood glucose levels in
obese mice (Zhao et al., 2009). Contrary to liver and fat
cells, neurons mainly synthesize complex gangliosides.
Since individual ganglioside species are not redundant
and able to regulate receptors differentially, we initially
needed to investigate if ganglioside depletion was able
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to increase the insulin sensitivity of neurons and thereby
protect them from the detrimental effects of ADDLs.

For our experiments on cultivated hippocampal neu-
rons, we inhibited the key enzyme in ganglioside biosyn-
thesis, the glucosylceramide synthase (GCS), with the help
of a pharmacologic inhibitor GENZ-123346 (GENZ) (Rich-
ards et al., 2012) (Fig. 3a). We indeed observed an increased
insulin-dependent signal transduction in GENZ-treated
neurons (Herzer et al., 2016). Since the ERK1/2 signaling
pathway stimulates neuronal survival and cognitive func-
tion, the specific elevation in ERK1/2-dependent signaling
in GENZ-treated cells is noteworthy in regard to Alzhei-
mer’s disease. Interestingly, the GENZ treatment does not
only elevate IR signal transduction, but also the amount of
IR in treated neurons (Herzer et al., 2016). Consequently,
we have investigated if the inhibition of ganglioside bio-
synthesis and the concomitant increased insulin sensitiv-
ity can indeed protect neurons in models of Alzheimer’s
disease.

Inhibition of ganglioside biosyn-
thesis protects neurons against the
detrimental effects of ADDLs

Neuronal insulin resistance is one of the highly complex
pathological features of Alzheimer’s disease, leading to
impaired synaptic function and neurodegeneration. Neu-
rotoxic ADDLs, which are generated during Alzheimer’s
disease, induce the loss of dendritic IR and thereby con-
tribute to insulin resistance (De Felice et al., 2009). Thus,
an important aim was to find out if the inhibition of gan-
glioside biosynthesis by GENZ could protect hippocampal
neurons from ADDL stress. We indeed observe the follow-
ing neuroprotective effects when treating these neurons
with GENZ (Herzer et al., 2016):

Viability. The MTT viability assay measures the meta-
bolic activity of the cells. The required enzyme activity cor-
relates with cell viability. ADDLs significantly reduce the
viability of hippocampal neurons. However, a preceding
GENZ treatment increases the viability of neurons, which
are exposed to ADDLs (Fig. 3b).

Cell surface IR. ADDLs induce a loss of IR at the neu-
ronal cell surface. However, this can be counteracted by
GENZ treatment.

Insulin-dependent signal transduction. The loss of sur-
face IR ultimately impairs insulin-dependent signal trans-
duction. The innovative proximity ligation assay (PLA®,
Duolink®) detects phosphorylated and thereby active IR
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Fig. 3: Inhibiting ganglioside biosynthesis protects neurons against
neurotoxic oligomeric B-amyloid species (ADDLs). a Glucosylcer-
amide synthase (GCS) is the key enzyme in ganglioside biosynthe-
sis. Ganglioside biosynthesis can be inhibited either pharmacologi-
cally by the ceramide analogue GENZ-123346 (GENZ) or genetically
by cell-specific deletion of the Ugcg allele (Ugcg flox/flox//Cre
mice). The promoter regulating the expression of the Cre recombi-
nase determines the target cells where ganglioside biosynthesis will
be shut down. b ADDL exposure reduces neuronal viability. However,
GENZ-treated neurons are more resistant towards the detrimental
effects of ADDLs (Fig. 3.b) modified from Herzer et al., 2016).

along the dendrites of cultivated neurons (Fig. 4.a.). In line
with results from other groups (De Felice et al., 2009), the
PLA® shows that ADDLs impair the insulin-stimulated
phosphorylation of dendritic IR. However, this detrimental
effect can be counteracted by GENZ treatment (Fig. 4.b.).
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Fig. 4: Insulin sensitivity is increased in GENZ-treated cells in a model of Alzheimer’s disease. a Molecular interactions can be visualized by
the innovative technology proximity ligation assay (PLA®). The PLA® enables the detection of interaction partners by primary antibodies
(two different host species) and oligonucleotide-coupled PLA® secondary antibodies. The adapter oligonucleotides will be ligated and form
a template for the subsequent “rolling circle amplification” step. The amplicon will then be visualized by a fluorescently labeled probe.
Phosphorylated and thus active IR can be visualized by PLA® along the dendrites. b Cultivated neurons are exposed to neurotoxic B-amyloid
oligomers (ADDLs) in a model of Alzheimer’s disease. The PLA® shows a decline in insulin-stimulated IR phosphorylation after ADDL
exposure. However, the inhibition of ganglioside biosynthesis by GENZ maintains the insulin sensitivity of ADDL-exposed neurons (Fig. 4.b)
modified from Herzer et al., 2016).

Reduction of caveolin-1 by GENZ oside-deficient neurons display less caveolin-1 and, conse-
stabilizes IR levels on the neuronal quently, a l.ower m.lml.)er of cavef)lae (He.rzer et al.., 2016).

Upon ligand binding, IR are internalized both in clath-

cell surface rin-coated pits and caveolae. Thus, caveolin-1 can regulate

the amount of cell surface IR. Since caveolin-1-levels are

Caveolae, formed by the protein caveolin-1, are special- increased in the brains of Alzheimer’s disease patients

ized membrane micro-domains in which endocytosis (Gaudreault et al., 2004), caveolae are regarded as poten-

takes place. Moreover, high amounts of cholesterol and tially decisive factors for the development of this disease.

sphingolipids are found in caveolae. Interestingly, gangli- With the help pf the PLA®, we are able to show for the
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Fig.5: Inhibition of the ganglioside biosynthesis protects against Alzheimer’s disease-induced neurodegeneration and insulin resistance.
The results suggest that gangliosides facilitate the B-amyloid-induced IR endocytosis in caveolae and thereby contribute to neurodegenera-
tion (left scheme). However, inhibiting GCS decreases the levels of caveolin-1 and increases the viability and the insulin sensitivity of
neurons in a model of Alzheimer’s disease (right scheme). We suggest that GCS inhibition also accounts for the increased viability of
ganglioside-deficient neurons in our mouse model of Alzheimer’s disease (Fig. 5 modified from Herzer et al., 2016).

first time that ADDLs significantly induce direct molecular
interactions between a) caveolin-1 and ganglioside GDIa,
b) IR and GDla, and c) IR and caveolin-1. We suggest that
increased interactions between IR and caveolin-1, mediat-
ed by gangliosides, are required for IR endocytosis (Herzer
et al., 2016).

Thus, we postulate a novel molecular mechanism by
showing that gangliosides in the neuronal cell membrane
facilitate Alzheimer’s disease-induced insulin resistance
by stimulating caveolin-1 expression and its molecular in-
teractions with IR. An inhibition of GCS and a subsequent
reduction of caveolae stabilize the IR in neurons exposed
to neurotoxic ADDLs (Fig. 5).

Inhibition of ganglioside bio-
synthesis also protects Alz-
heimer’s disease mice against
neurodegeneration

GCS and subsequent ganglioside biosynthesis can be ge-
netically deleted in adult neurons of a mouse model of
Alzheimer’s disease (5XxFAD mice; Excursion 2). In fact,
these animals display a significantly lower neurodegen-
eration in the cerebral cortex, even though the amyloid
plaque burden is not reduced. Moreover, GCS deletion
protects Alzheimer’s disease mice from the loss of IR in
the cerebral cortex.
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Our hypothesis suggests that gangliosides facilitate
the B-amyloid-induced IR internalization taking place in
caveolae. Indeed, molecular interactions between caveo-
lin-1 and IR, which occur in Alzheimer’s disease, can be
prevented by GCS deletion (Herzer et al., 2016). Thus, key
findings from our cell culture work can be confirmed in a
mouse model of Alzheimer’s disease.

Outlook

It has been suggested for a long time, that membrane lip-
ids not only represent a mechanical barrier, but that they
actively modulate signal transduction processes as well
as other changes occurring in neurodegenerative diseas-
es. Specifically with regard to Alzheimer’s disease, it was
shown that membrane fluidity, determined by the lipid
composition of cell membranes, influences APP process-
ing (Hajieva et al., 2015). Our results now motivate a novel
hypothesis, suggesting that gangliosides in the cell mem-
brane may facilitate the ADDL-induced neuronal insulin
resistance and, as a consequence, also neurodegenera-
tion. This indicates that neuronal ganglioside biosynthe-
sis may potentially play a decisive role in the progression
of Alzheimer’s disease. Inhibiting the key enzyme in gan-
glioside biosynthesis, the GCS, might therefore potentially
constitute a novel therapeutic target against Alzheimer’s
disease.

However, the hypothesis that modulating GCS expres-
sion could possibly influence the course of Alzheimer’s
disease requires additional empirical support by exten-
sive and purposeful future studies. For example, a hy-
pothesized therapeutic potential of GCS inhibitors, such
as GENZ, needs to be evaluated in more detail, specifically
in animal models of sporadic Alzheimer’s disease. In this
regard, it will be most important to evaluate if neuronal
GCS inhibition exerts any effect on the cognitive function
of affected mice.

Moreover, additional cell types in the brain, particu-
larly glial cells, play an important role in the initiation and
progression of Alzheimer’s disease. Neuroinflammatory
changes elicited by astrocytes and microglia are suspected
to facilitate, if not to elicit, sporadic Alzheimer’s disease.
Thus, it will be a decisive goal to find out how gangliosides
in these cells contribute to the onset of neuroinflamma-
tion. This can be achieved by combinatorial in vivo and in
vitro experiments featuring GCS inhibition in astrocytes or
microglia. Evaluating glial morphology as well as the cog-
nitive function and neuronal connections in affected mice
with glial-specific GCS deletion will be a first step in order
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to find out whether gangliosides are able to modulate neu-
roinflammation and, subsequently, pathological changes
in Alzheimer’s disease.

Excursion 1: Gangliosides

Gangliosides are lipids with a specific chemical structure
that are found in the outer leaflet of the cell membrane.
They were initially isolated from brain tissue in 1942 by
Ernst Klenk, who also gave them the name “gangliosides™.
Besides very high amounts in the brain, gangliosides are
found in virtually all cells of the body. They contribute
to the formation of dynamic micro-domains in cellular
membranes, where they modulate the activity of trans-
membrane receptors. Gangliosides display a hydrophobic
ceramide membrane anchor and a hydrophilic head group
consisting of a variable carbohydrate chain. Typically,
gangliosides have one or more sialic acid residues in their
head groups. Glucosylceramide synthase (GCS) is the key
enzyme in ganglioside biosynthesis, which catalyzes the
addition of an activated glucosyl moiety to ceramide. The
subsequent addition of a galactosyl moiety leads to the
formation of the common ganglioside precursor lactosyl-
ceramide. Additional carbohydrate moieties are then add-
ed by the sequential activity of further enzymes. Through
this process, various ganglioside species are formed that
differ in the composition of their head groups. Different
cell types display different ganglioside expression pat-
terns. Whereas neurons express high amounts of the com-
plex gangliosides GM1, GD1a, GT1b, and GQ1b, astrocytes
mainly express gangliosides with simple structures, such
as GM3 and GD3.

Excursion 2: Ganglioside-defi-
cient mouse model of Alzheimer’s
disease

Ganglioside biosynthesis can be inhibited cell-specifically
by genetic deletion of the key enzyme of ganglioside bio-
synthesis (GCS, gene Ugcg) (Jennemann et al., 2005). This
is accomplished with the help of the so-called Cre-loxP
system, which specifically deletes marked (“floxed”) DNA
sequences. The promoter that regulates Cre expression de-
termines the target cells where the recombinase shall be
active. Mice with floxed Ugcg alleles are therefore cross-
bred with animals expressing the cutting enzyme Cre re-
combinase specifically in forebrain neurons (Nordstrom et
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al., 2013). As Cre activity is inducible by tamoxifen in these
mice, ganglioside biosynthesis can be specifically deleted
in adult forebrain neurons. Mice harboring a GCS deletion
in adult forebrain neurons are then cross-bred with a com-
mon mouse model of Alzheimer’s disease, the so-called
5XFAD mice (Oakley et al., 2006). 5XFAD mice display an
early-onset progressive variant of Alzheimer’s disease,
as well as B-amyloid deposition and neurodegeneration
starting at the age of three months.
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Zusammenfassung: Die Freisetzung von Neurotransmit-
tern an Synapsen gehort zu den wichtigsten Mechanis-
men im zentralen Nervensystem. In den zuriickliegenden
Jahrzehnten konnten viele Erkenntnisse iiber die moleku-
laren Mechanismen, die diesem Prozess zugrunde liegen,
gesammelt werden. Die hochregulierte Exozytose, die
auf dem SNARE-Komplex (,,soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor) und seinen
regulatorischen Molekiilen basiert, ist das Merkmal des
Nervensystems sowohl in Neuronen als auch in neuro-
endokrinen Zellen. Zellen des Immunsystems benutzen
einen dhnlichen Mechanismus, um zytotoxische Subs-
tanzen aus sekretorischen Granulen freizusetzen. Diese
Sekretion findet an Kontaktzonen mit Zelle statt, die mit
Viren oder Bakterien infiziert sind sowie Krebszellen, um
diese Bedrohung zu beseitigen. Diese Kontaktzonen wer-
den als immunologische Synapsen bezeichnet im Hin-
blick auf die hochspezifische, zielgerichtete Exozytose von
Effektormolekiilen. Aktuelle Studien haben gezeigt, dass
Mutationen in den SNARE oder SNARE-interagierenden
Proteinen die Grundlage fiir zahlreiche schwerwiegende
immunologische Erkrankungen sind. Obwohl SNARE-
Komplexe ubiquitdr vorkommen und eine grofie Vielfalt
an Fusionsereignissen an der Membran vermitteln, ist es
iiberraschend, dass in vielen Fillen die gleichen SNARE —
Proteine an der immunologischen Synapse beteiligt sind,
die die Regulation der Exozytose von Transmittern und
Homonen in Neuronen und neuroendokrinen Zellen ver-
mitteln. Diese Ahnlichkeiten zeigen die Moglichkeit auf,
dass Erkenntnisse, die von immunologischen Synapsen
erhalten wurden, auch auf neuronale Synapsen zutreffen,
inshbesondere im Bereich der prasynaptischen Funktion.
Da immunologische Synapsen (IS) innerhalb von etwa 30
Minuten gebildet und wieder abgebaut werden, ermdoglicht
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die Verwendung von Immunzellen, die aus humanem Blut
gewonnen wurden, nicht nur die Untersuchung der mole-
kularen Mechanismen der synaptischen Transmission in
menschlichen Zelle, sondern auch Untersuchungen der
Bildung und des Abbaus dieser ,,Synapsen® mittels bild-
gebender Verfahren. In diesem Ubersichtartikel verglei-
chen wir die Ahnlichkeit der Synapsen des Nerven- und
Immunsystems und gehen dabei auf unsere Erkenntnisse
der Arbeiten der letzten Jahre ein.

Schliisselworter: Chromaffinzellen; Immunologische Sy-
napse; SNARE-Proteine; Zytotoxische T-Lymphozyten

Einleitung

Eine Synapse (gr. syn ,zusammen‘ und haptein ,greifen)
bezeichnet die Kontaktstelle zwischen zwei Zellen, an
der iiber die Freisetzung von Botenstoffen Information
iibertragen wird. Sie wird iiblicherweise unterteilt in Pra-
synapse, synaptischer Spalt und Postsynapse. Ein riesige
Anzahl an Synapsen (ca. 1013) im Menschen kommen vor
zwischen Neuronen des zentralen Nervensystems und
bilden die Grundlage fiir plastische Prozesse wie Lernen,
Gedachtnisbildung und Demenz. Beta-Zellen im Pan-
kreas und Chromaffinzellen in der Nebenniere nutzen
ahnliche Mechanismen, um Botenstoffe wie Insulin und
Adrenalin freizusetzen, welche dann {iber den Blutstrom
auf viele Zielzellen systemisch wirken. Sowohl natiirliche
Killerzellen des angeborenen Immunsystems als auch T-
Lymphozyten des adaptiven Immunsystems bilden auf der
Suche nach Pathogenen hochspezifische Kontaktstellen
mit Antigen-prdsentierenden Zellen aus. An diesen Kon-
taktstellen findet die gezielte Freisetzung von zytotoxi-
schen Substanzen statt, die diese Zielzellen abtoten. Sie
werden immunologische Synapsen genannt. Genetische
Studien in immun-defizienten Patienten zeigten dabei,
dass diese immunologische Synapse (IS) in ihrer Funktion
verbliiffende Parallelen mit Synapsen im ZNS und neuro-
endokrinen System aufweist. Obwohl sie als Synapsen be-
zeichnet werden, gibt es wichtige Unterschiede zwischen
immunologischen und neuronalen Synapsen. Es gibt we-
nig Ahnlichkeit zwischen der Zielzellerkennung durch T-
Lymphozyten, wie weiter unten diskutiert wird, und dem
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Erkennungsprozess der neuronalen Synapse, ein faszi-
nierender Bereich (Akins und Biederer, 2006), der jedoch
nicht in diesem Artikel behandelt wird. Wir werden uns
auf den prasynaptischen Mechanismus konzentrieren, da
immunologische Synapse keine postsynaptischen Orga-
nisation von Rezeptoren bendtigen, eine Notwendigkeit
bei echten Synapsen. Die Chromaffinzelle der Nebennie-
re, die als ein Model fiir regulatorische Exozytose genutzt
wird, bildet auch keinen Kontakt zur Zielzelle aus. Beide,
Neurone und Chromaffinzellen generieren grof3e Reserven
an Vesikeln und einen prasynaptischen Apparat, der den
Transfer der Vesikel vom releasable pool iiber docking
und priming organisiert. T-Lymphozyten fehlt ein reserve
pool und sie besitzen keinen releasable pool. Dieses wird
im Text diskutiert. T-Lymphozyten exprimieren Kompo-
nenten des Fusionsapparates und docking und priming
findet doch statt.

Allein im letzten Jahrzehnt wurden Proteine wie Syn-
taxinll, Munci13-4, Munc18-2 und Rab27a identifiziert,
deren Mutation aufgrund des vollstdndigen Ausfalls der
Funktion der immunologischen Synapse zu letalen Im-
munphénotypen fiihrt (Janka, 2012). Diese Ergebnisse
zeigen grundsitzliche Ahnlichkeiten zwischen Exozytose
von Lymphozyten und neuronalen und neuroendokrinen
Zellen. Im Gegensatz zu Synapsen im ZNS und neuroen-
dokrinen Geweben bilden sich immunologische Synapsen
innerhalb von 30 Minuten und werden schnell abgebaut,
sodass neue Zielzellen gefunden werden kdnnen. So ist
neben der Untersuchung der Synapsenfunktion auch die
Untersuchung der Synapsenbildung und des Synapsenab-
baus mit hochauflésenden Methoden méglich. Zusammen
mit der Verfiigbarkeit menschlichen Materials aus Primar-
blut erdffnet das Studium der immunologischen Synapse
damit Erkenntnisse, die im Riickschluss auf die neurona-
len Synapsen iibertraghar sind. Im Falle der prasynapti-
schen Funktion und dem Recycling des exozytotischen
Apparates scheint dies zuzutreffen.

In diesem Ubersichtsartikel fassen wir die Prozesse
der Bildung, der Funktion und des Abbaus der immunolo-
gischen Synapse zusammen und vergleichen diese Prozes-
se, wo moglich, mit Erkenntnissen aus Chromaffinzellen
der Nebenniere.

Synapsenbildung

Neuronale Synapsen werden als Antwort auf interzellula-
re Interaktionen von Adhédsionsmolekiilen gebildet (Akins
und Biederer, 2006) . Beide, Neuroligin-Proteine und Syn-
CAM1, sind Marker fiir postsynaptische Kontaktstellen.
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Sobald Neurone mit einem dieser Marker, auch in non-
neuronalen Zellen, in Kontakt kommen, wird eine pra-
synaptische Spezialisierung in den Neuronen induziert.
Adhdsionsmolekiilen akkumulieren an diesen Kontakt-
stellen und ziehen andere assoziierte Molekiile an, die an
der Bildung der Aktiven Zone beteiligt sind. Die Molekiile
der aktiven Zone und des Exozytoseapparates interagie-
ren mit Bindungsstellen der zytosolischen Bereiche der
Adhdsionsmolekiile und untereinander. In Neuronen und
Chromaffinzellen wirken grofie Multi-Domé&nen- Protei-
ne wie Bassoon und Piccolo als Geriist und organisieren
die Strukturen, die fiir den Transfer der Vesikel vom Re-
serve Pool zum Docking- und Priming Apparat nétig sind
(Gundelfinger et al., 2015). Diese Organisationsmolekiile
werden mit anderen Komponenten der aktiven Zone, wie
Piccolo, Bassoon, Syntaxin, RIM, Munc-18, ELKS2/CAST,
SNAP-25 und n-Cadherin in Transportvesikeln zu den pra-
synaptischen Kompartmenten geliefert. Diese Transport-
vesikel wandern entlang von Mikrotubuli (Bury und Sabo,
2016). Die Molekiile der aktiven Zone und ihre Transport-
vesikel werden im Soma generiert, genauso wie synapti-
sche Vesikel und LDCVs. In Neuronen erfolgt dieser Trans-
port iiber lange Distanzen. In Chromaffinzellen sind die
Distanzen viel kiirzer, aber die Organisation ist dhnlich.
Die aktive-Zone — Proteine sind nicht nur am Docking und
Priming beteiligt, sie ziehen auch die spannungsabhin-
gigen Kalziumkandle an, die fiir die stimulierte Exozyto-
se notwendig sind. Bis jetzt ist es nicht gelungen, jedem
einzelnen Molekiil eine bestimmte Funktion zuzuordnen.
Studien, in denen einzelne Molekiile herunterreguliert
(knockdown) oder entfernt wurden (knockout), haben
iiberraschend geringfiigige Unterschiede im Phéanotyp
gezeigt (Stidhof, 2012). Es mag sein, dass die vielen Inter-
aktionen dieser Multi-Doméan-Proteine eine funktionelle
Redundanz hervorrufen, besonders in bereits entwickel-
ten Geweben.

Chromaffinzellen der Nebenniere kontrollieren iiber
die Sekretion von den Katecholaminen (Adrenalin und
Noradrenalin) wichtige physiologische Parameter, wie
zum Beispiel den Blutdruck und den Herzschlag. Die Ka-
techolamine werden in large dense core vesicles (LDCVs)
gespeichert, die eine Vielzahl von Maturierungsschritte
durchlaufen (Fig. 1) Die Biogenese dieser Granulen steht
jedoch nicht im Blickfeld dieser Ubersicht. Die v-SNARE
Proteine Synaptobrevin und die Synaptotagmine werden
mit Rab3, Synaptophysin, vATPase, und Neurotransmit-
ter Transporter (VMAT bei Chromaffinzellen) erworben
wahrend des Trafficking durch das trans-Golgi und en-
dosomale Kompartments, wo viele dieser Verbindungen
wiederverwertet werden. Nach dem Transport zur Plasma-
membran werden die LDCVs in einem Docking-Prozess an
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Abb. 1: Synapsenfunktion in Chromaffinzellen der Nebenniere. Cartoon mit den wichtigsten Schritten der LDCV -Reifung und den beteiligten
Proteinen. LDCVs aus dem Reserve Pool im Zellinneren werden iiber das Zytoskelett zur Plasmamembran transportiert und dort verankert.
Nach diesem Docking-Prozess werden LDCVs an der Plasmamembran durch den Priming-Prozess fusionskompetent gemacht. AnschlieBend
erfolgt nach Ca2+*-Einstrom die Fusion mit der Plasmamembran und die Freisetzung der Katecholamine.

der Plasmamembran verankert. Chromaffinzellen dienen
als Modell zur Erforschung prasynaptischer Prozesse.

Docking, Priming und Fusion von
LDCVs in Chromaffinzellen

Der Docking-Komplex wird iiber eine Interaktion der
beiden plasmamembranstdndigen SNARE-Proteine Syn-
taxinl und SNAP-25 mit dem vesikelstdndigen Protein Syn-
aptotagmin initiiert (de Wit et al., 2009). Die Verfiigharkeit
von Syntaxinl und damit die Effizienz des Docking-Pro-
zesses wird dabei durch Munc18 reguliert. Das gedockte
LDCV ist damit aber noch nicht fusions-kompetent, son-
dern muss erst einen weiteren Maturierungsprozess, das
sogenannte Priming, durchlaufen. Munc13-Proteine sind
fiir das Priming der meisten Synapsen unbedingt not-
wendig. Sie katalysieren den Zusammenbau des SNARE-
Komplexes aus Syntaxinl, SNAP-25 und dem vesikelstan-
digen SNARE-Protein Synaptobrevin2. Vor Kurzem wurde
gezeigt, dass Munc13 Proteine auch beim Priming -Prozess
in Chromaffinzellen beteiligt sind (Man et al., 2015). Der
SNARE-Komplex kann dann, nach Einstrom von Ca2* in
die Prasynapse und Bindung des Ca2* an Synaptotagmin,
die Fusion des LDCVs mit der Plasmamembran und die
Ausschiittung der Katecholamine vermitteln. Eine Viel-
zahl weiterer Proteine, wie z. B. Complexin und CAPS, ist
dariiber hinaus an der Regulation von Docking, Priming

und Fusion von LDCVs in Chromaffinzellen beteiligt (Ste-
vens et al., 2011).

Synapsenbildung in CTLs

Zytotoxische T-Lymphozyten patrouillieren auf der Suche
nach Infektionen durch das komplette menschliche Gewe-
be. Sie werden im Blutstrom transportiert, durchdringen
GefaBwénde und migrieren durch samtliche Organe des
Korpers. Haben Sie infiziertes Gewebe detektiert, kon-
nen sie nach Aktivierung eine grof3e Anzahl an Zielzellen
hintereinander abtdten, man spricht von ,serial killing*.
Von offensichtlich grof3er Wichtigkeit ist dabei die Prazi-
sion der Zielerkennung, denn CTLs sollen nur diejenigen
Zellen abtoten, die korperfremdes Material prasentie-
ren. Demzufolge existiert ein grofler Gegensatz zwischen
Chromaffinzellen, die einen grof3en Pool an freisetzbaren
LDCVs vorhalten, und CTLs, die nur wenige CGs bereithal-
ten und diese bei Bedarf zur IS transportieren.

Die Bildung der IS beginnt mit der Erkennung von
prasentierten Antigenen auf der Oberfldche der Zielzellen
durch T-Zell-Rezeptoren der CTLs (Abb. 2). Die Prasentati-
on erfolgt durch MHC (major histocompatibility complex)-
Komplexe, die durch das Proteasom degradierte Peptide
im endoplasmatischen Retikulum binden und diese nach
Transport zur Plasmamembran auf der Zelloberfldche pra-
sentieren. Die Mehrzahl der prasentierten Peptide ist nicht
korperfremd und fithren dementsprechend zu keiner Im-
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Abb. 2: Wichtige subzelluldre Areale zytotoxischer T-Lymphozyten. A Nach Kontakt mit einer Antigen-présentierenden Zelle bilden zytotoxi-
sche T-Lymphozyten eine immunologische Synapse (IS) aus. Die IS ldsst sich in den peripheren und zentralen ,,supramolecular activation
cluster® unterteilen (Blick von oben). Im cSMAC befindet sich die sekretorische Zone (SZ), an der die Fusion der zytotoxischen Granula (CG)
erfolgt. B CGs werden entlang des Zytoskeletts zur IS transportiert. C Eine elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt die Kontaktstelle zur
Zielzelle (IS) sowie einige CGs, die entlang des Zentrosoms (MTOC) zur IS transportiert wurden. D Stimulated emission depletion (STED)
Aufnahme einer primdren CTL mit angefdrbten Mikrotubili und Zentrosom (MTOC).

munantwort. Umgekehrt ist die Erkennung korperfremder
Peptide durch die T-Zell-Rezeptoren hochspezifisch und
triggert die nachfolgende Kaskade, an deren Ende das
Abtoten der Antigen-prasentierenden Zelle durch Freiset-
zung zytotoxischer Substanzen aus CG steht.

Bindung der T-Zell-Rezeptoren (TCR) fiihrt zundchst
zu einer Starkung der Kontaktstelle durch Interaktion der
Adhisionsmolekiile LFA1 (CTL) und ICAM1 (Zielzelle).

Wie in Neuronen spielt der Adhdsionsprozess eine
Hauptrolle in der Generierung und Erhaltung der Kon-
taktstelle — genauso wie in der Signalgebung, obwohl der
Zielzellerkennung in CTLs wenig mit der Zielerkennung in
Neuronen gemeinsam hat. Im Gegensatz zur neuronalen

synaptischen Entwicklung gibt es hier keine Organisation
der postsynaptischen Antwort. Die Induktion des Zelltods
erfolgt durch die Internalisierung des zytotoxischen Mole-
kiils Granzym, welche durch die gleichzeitig freigesetzten
Proteine Granulysin und Perforin erleichtert wird.

Es bildet sich ein sogenannter ,,supramolecular acti-
vation cluster (SMAC)“, wobei der T-Zell-Rezeptor das Zen-
trum besetzt (central SMAC; cSMAC) und die Adhésions-
molekiile kreisf6rmig darum angeordnet sind (peripheral
SMAC; pSMAC). Die Konzentration der T-Zell-Rezeptoren
im cSMAC lockt Signalmolekiile wie Kinasen an und fiihrt
iiber Aktivierung von Phospholipasen zur Bildung von
DAG und IP3. Das gebildete IP3 induziert die Entleerung
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der Ca2*-Speicher im ER und fiihrt zur Aktivierung der
CRAC (calcium release-activated calcium)-Kanile in der
Plasmamembran. Der resultierende Anstieg der intrazel-
luldren Ca2*-Konzentration initiiert nun eine starke Pola-
risierung der T-Zelle und den zielgerichteten Transport der
CGs und anderer Vesikel zur IS. Zundchst transloziert das
Centrosom (,,microtubule organizing center (MTOC)*) vom
der Zielzelle abgewandten Ende der Zelle zu einer Positi-
on unmittelbar unterhalb der IS. Ausgehend vom MTOC
findet nun eine Polymerisation sowohl von Aktin als auch
von Tubulin statt (Abb.3). Aktinpolymerisation {iber-
briickt den finalen Transport der CGs zur IS. Die Tubulin-
Polymerisation ermoglicht die Projektion der Mikrotubuli
ins Innere der Zelle. Entlang dieses entstandenen Zytoske-
letts werden nun mittels Dynein- und Myosin-abhéngigen
Transport diverse Vesikelarten in sequenzieller Weise zur
IS gebracht.

Die ersten Vesikel, die innerhalb der ersten Minute
nach Zellkontakt eintreffen, sind Rab11-positive Recycling-
Endosomen. Befunde aus unserem Labor konnten zeigen,
dass diese Recycling-Endosomen essenziell fiir den Trans-
port von Cargo sind, der spdter fiir das Docking, Priming
und die Fusion zytotoxischer Granula benétigt wird (Mar-
shall et al., 2015). Zu den identifizierten Proteinen auf
Recycling-Endosomen, die in VAMP8-abhdngiger Weise
mit der Plasmamembran an der IS fusionieren, gehdren
Syntaxin1l und Munc13-4. Die plasmamembranstdndigen
SNARE-und SNARE-assoziierte Proteine akkumulieren in
einem Teil des cSMAC und bilden die sogenannte Sekre-
tionsdomine. Ahnlich wie bei der aktiven Zone in neuro-
nalen Synapsen findet ausschliefllich in diesem Bereich
Docking, Priming und Fusion zytotoxischer Granula statt.
Die ersten CGs erreichen die IS wenige Minuten nach Kon-
taktbildung, und die Fusion von durchschnittlich 12 Gra-
nula/CTL ist etwa 15 Minuten nach Kontaktbildung abge-
schlossen.

Docking, Priming und Fusion zytoto-
xischer Granula in CTLs

Zytotoxische T -Lymphozyten (CTL) sind Teil des adaptiven
Immunsystems und téten Antigen-prasentierende Zellen
durch die Freisetzung der zytotoxischen Substanzen Per-
forin und Granzym aus zytotoxischen Granula. CGs sind
mit Lysosomen-verwandte Organellen, die etwas grofier
sind als LDCVs von Chromaffinzellen und ebenfalls einen
dichten Kern aus Proteinen enthalten. Nahezu samtliches
Wissen {iber die molekularen Mechanismen von Docking,
Priming und Fusion zytotoxischer Granula basiert auf leta-
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len Immunerkrankungen wie dem Griscelli-Syndrom oder
der familidren hdmophagozytischen Lymphohistiozytose
(FHL) (Janka, 2012; de Saint Basile et al., 2010).

Patienten mit Griscelli-Syndrom Typ2 haben Mutatio-
nen im GTP-bindenden Protein Rab27a und zeigen neben
Albinismus eine Immunschwéche, die ohne Knochen-
marktransplantation tédlich verlduft. In CTLs interagiert
Rab27a mit MyosinV und sorgt fiir das korrekte Docking
von CGs an der Plasmamembran der IS. Dariiber hinaus
interagiert Rab27a mit Muncl3-4, einem Mitglied der
Munc13-Familie. Wie seine Isoformen in ZNS und im neu-
roendokrinen System ist Munc13-4 fiir das Priming zytoto-
xischer Granula verantwortlich. Mutationen im Munc13-4
Gen fiihren zur ebenfalls tédlich verlaufenden Immun-
schwidche FHL Typ 3, da CTLs dieser Patienten keine Ziel-
zellen mehr abtdten konnen (Ménager et al., 2007). Auch
Mutationen in Munc18-2 fithren zu FHL, in diesem Fall
Typ 5, und sind auf die bereits in neuronalen Synapsen
beschriebene Funktion von Munc18 beim Docking-Prozess
zurilickzufiihren. Die Fusion zytotoxischer Granula wird,
ebenso wie die Exozytose von LDCVs in Chromaffinzellen,
durch SNARE-Proteine vermittelt. Auch in diesem Fall
wurde ein plasmamembranstdndiges SNARE -Protein,
Syntaxinll, durch menschliche Mutationen, die zu FHL
Typ 4 fiihren, identifiziert (Kogl et al., 2013). Weitere Kom-
ponenten des fusions-vermittelnden SNARE -Komplexes
sind Synaptobrevin2 auf der Vesikelmembran sowie ver-
mutlich SNAP-23 in der Plasmamembran. Im Gegensatz
zu neuronalen Synapsen ist an der immunologischen Sy-
napse bisher ungeklart, ob Synaptotagmin oder andere
Ca2*-bindende Proteine beim eigentlichen Fusionsprozess
eine Rolle spielen. Die Ubersicht der an Docking, Priming
und Fusion von CG beteiligten Proteine verdeutlicht die
verbliiffende Ubereinstimmung mit den molekularen Me-
chanismen an der neuronalen Synapse (Abb. 3) (Becherer
et al., 2012).

Synapsenabbau

In ihrer Funktion als ,,serial killer* miissen CTLs in der
Lage sein, ihre Synapsen nach erfolgreicher Fusion von
CGs schnell abzubauen. Deshalb erfolgt bereits 15-30 Mi-
nuten nach Etablierung des ersten Kontakts mit einer
Antigen-prasentierenden Zelle der koordinierte Abbau der
IS. Die Lebenszeit einer immunologischen Synapse ist viel
kiirzer als die einer neuronalen Synapse, obwohl in bei-
den Synapsen das Wiederverwerten der Vesikelbestand-
teile wichtig ist fiir ihre Funktion. T-Zell-Rezeptoren sowie
an der Fusion beteiligte, integrale Plasmamembran-Pro-
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Abb. 3: Synapsenbildung, Synapsenfunktion und Synapsenabbau in zytotoxischen T-Lymphozyten. Links: Die Bildung der immunologischen
Synapse (IS) startet mit der Abschniirung von Recycling-Endosomen von friihen Endosomen. Die Recycling-Endosomen werden zur IS
transportiert und fusionieren in VAMP8-abhdngiger Weise mit der Plasmamembran. Recyling-Endosomen bringen Proteine, die fiir das
spatere Docking, Priming und Fusion der zytotoxischen Granula (CG) benétigt werden, zur 1S. Mitte: Nach erfolgter Maturierung liber spate
Endosomen und Lysosomen polarisieren CGs zur Plasmamembran und werden dort verankert (Docking). Nach dem Priming durch das
Protein Munc13-4 vermittelt der SNARE-Komplex die Fusion. Rechts: Entleerte CGs werden durch Endozytose in das Zellinnere gebracht und

verschmelzen dort mit frithen Endosomen.

teine wie Syntaxin1l werden iiber Recycling-Endosomen
in das Zellinnere zuriickgeholt und entweder degradiert
oder auf Stufe der frithen Endosomen in den Recycling-
Pathway eingespeist.

Auch die Membrankomponenten von CGs werden im
Rahmen des Synapsenabbaus wiederverwertet. Wie wir
kiirzlich mithilfe einer Synaptobrevin2-mRFP Knockin-
Maus zeigen konnten, erfolgt das Recycling jedoch nicht
iiber Recycling-Endosomen, sondern iiber einen unab-
hédngigen Weg (Chang et al., 2016). Synaptobrevin2, das
fiir die CG Fusion verantwortliche vSNARE (Matti et al.,
2013), bleibt unmittelbar nach der Fusion in Clusters an
der Plasmamembran und kann mit einem monoklonalen
Antikorper gegen den luminalen (intravesikuldren) Be-
reich des Proteins detektiert werden (Abb. 4). Innerhalb
weniger Minuten wird Synaptobrevin2, zusammen mit
weiteren CG Membranproteinen, wie z. B. der vesikuldren
H*-ATPase, an der IS endozytiert. Wie die Endozytose sy-
naptischer Vesikel in Neuronen (Soykan et al., 2016), ist
auch die Endozytose der CG in CTLs durch Clathrin und
Dynamin vermittelt. Des Weiteren spielt das Synaptobre-
vin2-spezifische Adapterprotein CALM (Koo et al., 2011)
eine essenzielle Rolle. Nach erfolgter Endozytose werden
die CGs angesduert und gelangen {iber frithe endosoma-

le Kompartimente in spate Endosomen. Hier werden sie
erneut mit zytotoxischen Komponenten wie Granzym B
befiillt und stehen nach diversen Maturierungsschritten
fiir weitere Fusionsprozesse an neugebildeten Synapsen
zur Verfiigung. Etwa 50% der Killing-Effizienz, die CTLs
auszeichnet, wird durch das effiziente Recycling von CG-
Membranproteinen erreicht. Der Synapsenabbau inclu-
sive der Endozytoseprozesse ist dabei schnell genug, um
bereits nach wenigen Minuten erneut eine neue IS bilden
und weitere Antigen-prasentierende Zellen abtdten zu
konnen (Chang et al., 2016).

Fazit

Die immunologische Synapse zwischen zytotoxischen
T-Lymphozyten und Antigen-prasentierenden Zellen be-
sitzt viele Ahnlichkeiten mit den neuronalen Synapsen im
zentralen Nervensystem. Zusatzlich zur Untersuchung der
prasynaptischen Funktion ist in CTLs der Zugang zu den
Prozessen der Synapsenbildung und des Synapsenabbaus
moglich. Dazu verfiigen wir {iber ein System, das die Erfor-
schung dieser Prozesse mit hochauflésenden live- bildge-
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Abb. 4: Visualisierung der Endozytose zytotoxischer Granula in Echtzeit. Konfokalmikroskopische Aufnahmenserie einer zytotoxischen T
Lymphozyte (CTL) in Kontakt mit einer Antigen-prédsentierenden Zelle (target). Die zytotoxischen Granula sind durch die endogene Expres-
sion von Synaptobrevin2-mRFP rot geférbt. In der Badlosung befindet sich ein mit einem griinen Fluoreszenzfarbstoff markierter anti-Synap-
tobrevin2 -Antikdrper, der nur an das Synaptobrevin2 binden kann, wenn sich dieses nach Vesikelfusion in der Plasmamembran befindet.
Die Serie beginnt mit dem Kontakt zwischen CTL und Zielzelle (0°‘00*), zum Zeitpunkt 3‘06* hat sich eine immunologische Synapse gebildet
(erkennbar an der Polarisierung der Granula zur Zielzelle). Im ndchsten Bild (7°06*) hat die Fusion einzelner CG stattgefunden, denn der
griine Antikdrper bindet an das rote Synaptobrevin2 in der Plasmamembran (gelb). Am Ende der Serie (1306*) ist zu erkennen, dass

mehrere CGs durch Endozytose in das Zellinnere transportiert wurden.

benden Verfahren ermdéglicht. Zusammen mit der Verfiig-
barkeit von primdrem Material aus Menschen gibt es also
Argumente, die immunologische Synapse als zukiinftiges
Modellsystem fiir Aspekte der synaptischen Funktion he-
ranzuziehen.

Abkiirzungen

CG zytotoxisches Granulum

CRAC ,calcium release-activated calcium“

CTL zytotoxischer T-Lymphozyt

FHL familidre hamophagozytische Lymphohistiozytose

IS immunologische Synapse

LDCV »large dense-core vesicle*

MHC »,major histocompatibility complex*

MTOC  Mikrotubuli Organisations-Zentrum

SMAC  ,supramolecular activation cluster”

SNARE ,soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor®

TCR T-Zell Rezeptor

ZNS zentrales Nervensystem
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Abstract: The release of neurotransmitters at synapses be-
longs to the most important processes in the central nerv-
ous system. In the last decades much has been learned
about the molecular mechanisms which form the basis for
this fundamental process. Highly regulated exocytosis,
based on the SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
attachment protein receptor) complex and its regulatory
molecules is the signature specialization of the nervous
system and is shared by neurons and neuroendocrine
cells. Cells of the immune system use a similar mechanism
to release cytotoxic materials from secretory granules at
contacts with virally or bacterially infected cells or cancer
cells, in order to remove these threats. These contact zones
have been termed immunological synapses in reference to
the highly specific targeted exocytosis of effector mole-
cules. Recent findings indicate that mutations in SNARE
or SNARE-interacting proteins are the basis of a number of
devastating immunological diseases. While SNARE com-
plexes are ubiquitous and mediate a wide variety of mem-
brane fusion events it is surprising that in many cases the
SNARE proteins involved in immunological synapses are
the same molecules which mediate regulated exocytosis
of transmitters and hormones in neurons and neuroen-
docrine cells. These similarities raise the possibility that
results obtained at immunological synapses may be ap-
plicable, in particular in the area of presynaptic function,
to neuronal synapses. Since immunological synapses (IS)
are assembled and disassembled in about a half an hour,
the use of immune cells isolated from human blood allows
not only the study of the molecular mechanisms of synap-
tic transmission in human cells, but is particularly suit-
ed to the examination of the assembly and disassembly
of these “synapses” via live imaging. In this overview we
discuss areas of similarity between synapses of the nerv-
ous and immune systems and in the process will refer to
results of our experiments of the last few years.
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Introduction

A synapse (gr. syn “together” and haptein “grasping”) re-
fers to the contact between two neurons at which, by the
release of chemical messengers, information is transmit-
ted. It is typically divided into a presynapse, a synaptic
cleft and a postsynapse. A huge number of synapses (10°)
in humans occur between neurons of the central nervous
system where they provide the foundation of plastic pro-
cesses such as learning, memory and dementia. Beta cells
in the pancreas and chromaffin cells of the adrenal gland
use similar mechanisms to release the hormones insulin
and adrenalin, respectively, which then circulate via the
blood stream and affect many target cells in the entire
body. Both natural killer cells of the innate immune system
and T-lymphocytes of the adaptive immune system build,
in the hunt for pathogens, highly specific contact zones
with antigen-presenting cells. These contact zones are the
site of targeted release of cytotoxic substances which kills
these cells and have been named immunological synaps-
es. Genetic studies in patients with immune-deficiencies
indicate that release of cytotoxic substances at immuno-
logical synapses is astonishingly similar to release of mes-
sengers at neuronal synapses and neuroendocrine cells.

Though referred to as synapses, there are important
differences between immunological synapses and neu-
ronal synapses. There is little similarity between target cell
recognition by T-lymphocytes, discussed below, and the
recognition process at neuronal synapses, a fascinating
area (Akins and Biederer, 2006) that is beyond the scope
of this article. We will concentrate on presynaptic mecha-
nisms since immunological synapses have no requirement
for generating postsynaptic structures, a requirement for
true synapses. The adrenal chromaffin cell, which we use
as a model for regulated exocytosis, makes no contact
with its target cells.

Both neurons and chromaffin cells generate large re-
serves of vesicles and presynaptic machinery which organ-
izes transfer of vesicles to the releasable pools via docking
and priming. T-lymphocytes lack a reserve pool per se and
do not maintain a releasable pool which is discussed be-
low. T-lymphocytes do, however, express components of
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the fusion machinery and do carry out carry out docking
and priming steps.

In the last decade, mutation of the proteins Syntax-
in11, Munc13-4, Munc18-2a and und Rab27a have been
shown to result in loss of immunological synapse func-
tion, which lead to lethal immune diseases (Janka, 2012).
These results indicate fundamental similarities between
release from lymphocytes, neuronal and neuroendocrine
cells. In contrast to synapses in the CNS and neuroendo-
crine tissue, immunological synapses are built within 30
minutes and are rapidly disassembled so that new targets
can be acquired. Thus, in addition to study of synapse
function, study of the assembly and disassembly of these
synapses with high resolution methods is possible. The
availability of human material from donor blood allows
use of lymphocytes and study of the immunological syn-
apse provides results which may be extended to neuronal
synapses. In the case of the presynaptic organization of
release and recycling of the release machinery, this ap-
pears to be the case. In this overview we briefly summa-
rize the processes of assembly, release and disassembly at
immunological synapses and will discuss similarities and
differences of these processes to those in chromaffin cells.

Assembling the Synapse

Neuronal synapses form in response to intercellular in-
teractions of adhesion molecules (Akins and Biederer,
2006). Both neuroligins and SynCAM1 have been reported
to serve as markers for postsynaptic targets. When neu-
rons come in contact with either marker, even when it is
present in non-neuronal cells, presynaptic specialization
is induced in the neuron. Adhesion molecules cluster at
these contact points and attract other associated mole-
cules such as those involved in active zone formation. The
molecules involved in the active zone and in the release
machinery interact with binding sites located on the cy-
tosolic tails of adhesion molecules and with each other.
In both neurons and chromaffin cells, large multi-domain
proteins related to Bassoon and Piccolo act as scaffolds
and thus organize the structures which transfer vesicles
from the large reserve pool to the docking and priming
apparatus (Gundelfinger et al., 2015). These organizing
molecules are delivered to the presynaptic compartment
as passengers on transport vesicles containing active zone
components such as piccolo, bassoon, syntaxin, RIM,
Munc-18, ELKS2/CAST, SNAP-25 and n-cadherin. These
vesicles travel along microtubles (Bury and Sabo, 2016).
These active zone molecules and their transport vesicles
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are generated in the soma, as are synaptic vesicles and
LDCVs. In the case of neurons, the transport in axons may
be over long distances. In neuroendocrine cells such as
chromaffin cells the transport distance is much shorter,
but the organizing principles are similar.

The active zone proteins not only organize docking
and priming, but also attract the voltage-dependent cal-
cium channels required for stimulated release. It has been
difficult to assign specific functions to individual mole-
cules. Studies examining single knockout or knockdown
have produced surprisingly modest phenotypes (Siidhof,
2012). It may be that the multiple interactions of these
multi-domain proteins produce a functional redundancy,
in particular in tissue that has already gone through de-
velopment.

Chromaffin cells of the adrenal medulla control im-
portant physiological parameters such as blood pressure
and heartbeat via secretion the catecholamines, adrenalin
and noradrenaline. The catecholamines are stored in large
dense core vesicles (LDCVs) which go through a series of
maturation steps (Fig.1.). The biogenesis of granules
is beyond the scope of this overview. The V-SNARE syn-
aptobrevin and synaptotagmins are acquired, along with
Rab3, synaptophysin, vATPase, and the neurotransmitter
transporter (VMAT in the case of chromaffin cells), during
trafficking through trans-Golgi and endosomal compart-
ments, where many of these components are recycled.
After transport to the plasma membrane, the LDCVs un-
dergo a docking process which anchors them at the plas-
ma membrane. Chromaffin cells provide a model allowing
study of the presynaptic processes involved in the release
of catecholamines via LDCVs.

Docking, Priming and Fusion of
LDCVs in Chromaffin Cells

The docking complex is initiated by an interaction be-
tween the two SNARE-proteins Syntaxinl and SNAP-25,
which bind to the plasma membrane, and a vesicle-asso-
ciated protein, Synaptotagmin (de Wit et al., 2009). The
availability of Syntaxinl and thereby the efficiency of
the docking process is regulated by Munc18. The docked
LDCYV is not yet fusion competent and must go through an
additional maturation step, the so-called priming step.
Munc13s are absolutely necessary for priming at most syn-
apses. They catalyze the assembly of the SNARE complex
which is composed of Syntaxinl, SNAP-25 und the vesi-
cle-associated SNARE-protein Synaptobrevin2. Munc13s
have recently been proposed to have a priming function in
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Fig. 1: Synapse function in chromaffin cells of the adrenal gland. The important maturation steps of LDCVs and the proteins involved are
shown. LDCVs from the reserve pool in the cytoplasm are transported to the plasma membrane via the cytoskeleton and bind with docking
molecules. These docked LDCVs are then primed to fusion competence and finally, following calcium entry, fuse with the plasma membrane

and release their cargo of catecholamines.

chromaffin cells as well (Man et al., 2015). The assembly
of the SNARE complex renders the LDCVs fusion-compe-
tent, and after entry of calcium at the presynapse and the
binding of calcium to Synaptotagmin, drives the fusion of
LDCVs with the plasma membrane resulting in release of
catecholamines. Other proteins such as Complexin and
CAPS are, in addition, involved in the regulation of dock-
ing, priming and fusion of LDCVs in chromaffin cells (Ste-
vens et al., 2011).

Assembling the Immunological
Synapse in CTLs

Cytotoxic T-lymphocytes patrol throughout the entire body
in search of infectious pathogens. They are transported in
the blood stream, penetrate blood vessel walls and migrate
through all organs of the body. If CTLs discover infected
tissue they can, after activation, kill a large number of tar-
get cells, one after the other. This is referred to as “serial
killing”. Thus it is obvious that precise recognition of tar-
get cells is essential, since CTLs should only kill those cells
which present foreign peptides. This requirement leads to
one of the great contrasts between chromaffin cells, which
produce a large pool of releasable LDCVs, and CTLs, which
contain only a few mature CGs which they deliver to the IS
on demand.

The assembly of the IS begins with the recognition of
foreign antigen on the surface of the target cell by T-cell re-
ceptors of the CTL (Fig. 2). The presentation is carried out
via the MHC (major histocompatibility complex), which
binds peptides resulting from protein degradation by the
proteasome, in the endoplasmic reticulum, and presents
them after transporting them to the cell surface. The vast
majority of presented peptides is not foreign and will not
elicitan immune response. The recognition of foreign pep-
tides by T-cell receptors is highly specific and triggers the
cascade described below, which ends in the killing of the
antigen-presenting cell after release of cytotoxic substanc-
es from the CG.

Binding of the T-cell receptors (TCRs) to antigen leads
to a rapid strengthening of the contact due to binding of
the adhesion molecules LFA1 (CTL) and ICAM1 (target
cell). Thus, as in neurons, the process of adhesion itself
plays a major role in generation and maintenance of the
contact zone as well as in signaling, although the recogni-
tion of target cells in CTLs has little in common with target
recognition in neurons. In contrast to neuronal synapse
development, there is no requirement for the organization
of a postsynaptic response. The induction of cell death fol-
lows internalization of the cytotoxic molecule Granzyme,
which is facilitated by co-released Granulysins and Per-
forin.

The “supramolecular activation cluster (SMAC)”
forms with TCRs populating the central (cSMAC) area
surrounded by adhesion molecules in a ring-shaped pe-
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Fig. 2: Important structures of the Immunological synapse. A After contact with an antigen presenting cell, cytotoxic T-lymphocytes generate
an immunological synapse (IS). Shown is a “birds eye view” cartoon of the contact area. The IS can be divided into a peripheral and a central
“supramolecular activation cluster”. In the cSMAC there is a secretory zone (SZ) where fusion of cytotoxic granules (CGs) occurs. B CGs are
transported along the cytoskeleton to the IS which is built at the contact zone between the CTL and its target. This area is rich in adhesion
and signaling molecules (see text). C An electron microscopic image of the contact between CTL and target cell (IS) including two CGs which
are being transported to the IS, the centrosomes and Golgi. D Stimulated emission depletion (STED) image of a primary CTL with marked
microtubules and centrosome (MTOC).

ripheral (pSMAC) area. The concentration of TCRs attracts
signal molecules including kinases which, by activating
phospholipases, lead to production of DAG and IP,. The
IP, initiates emptying of the Ca* stores of the ER which
leads to activation of calcium-release activated calcium
(CRAC) channels in the plasma membrane. The resulting
sustained increase in the intracellular Ca* concentration
initiates an impressive polarization of the CTL and the
targeted transport of CGs and other organelles to the IS.
Initially the centrosome (referred to as “microtubule or-
ganizing center” (MTOC)) moves from its position trailing
the nucleus (in migrating CTLs) to a position directly ad-

jacent to the IS. Both actin and tubulin polymerization are
required for movement of the MTOC (Fig. 3). Actin polym-
erization is required for final delivery of CGs to the IS.
Tubulin polymerization allows projection of the mi-
crotubules to the cell interior. Dynein- and Myosin-medi-
ated transport along this cytoskeletal network produces
sequential delivery of a variety of vesicles types to the IS.
The first to arrive, within the first minute, are Rab11 pos-
itive recycling endosomes (RE). Results from our labora-
tory show that REs are essential for the transport of cargo
that is later necessary for the docking, priming and fusion
of CGs (Marshall et al., 2015). Among the identified pro-
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Fig.3: Synapse assembly, function and disassembly in cytotoxic T-lymphocytes. The assembly of the immunological synapse (IS, left) begins
with the fission of recycling endosomes (RE) from the early endosomes (EE). The RE are transported to the IS and fuse (VAMP8-dependent)
with the plasma membrane. REs deliver proteins which are required for subsequent docking, priming and fusion of cytotoxic granules (CG).
After maturation via late endosomes and lysosomes, CGs (middle) are delivered to the plasma membrane where they anchor (docking). After
priming under control of Munc13-4, the SNARE complex drives membrane fusion. Recycling CGs are returned to the cytoplasm via endocyto-

sis (right) where they fuse with the EE and are then trafficked to the LE.

teins of these REs which fuse with the plasma membrane
at the IS in a VAMP8 dependent manner, are Syntaxinil
and Munc13-4. The plasma membrane-bound SNARE and
SNARE-associated proteins accumulate in an area of the
c¢SMAC and build the secretory zone (SZ). As is the case
in the active zone of neuronal synapses, docking, priming
and fusion of CGs occurs exclusively at the SZ. The first
CGs reach the IS a few minutes after establishment of con-
tact and the fusion of an average of one to two CGs at the
synapse is complete within 15 minutes.

Docking, Priming and Fusion of
Cytotoxic Granules in CTLs

Cytotoxic T-lymphocytes (CTLs) are a part of the adaptive
immune system, and Kkill antigen-presenting cells by re-
leasing the cytotoxic proteins Perforin and Granzyme B
from cytotoxic granules (CGs). CGs are lysosome-related
organelles which are somewhat larger than LDCVs of chro-
maffin cells and also contain a dense proteinaceous core.
Much of what we know about the molecular mechanisms
of docking, priming and fusion of CGs is based on lethal
immune diseases such as Griscelli Syndrome or familial

hemophagocytic lymphohistiocytosis (FHL, (Janka, 2012;
de Saint Basile et al., 2010).

Patients with Griscelli Syndrome type 2 have muta-
tions in the GTP-binding protein Rab27a and display al-
binism and an immune deficit that is fatal if not treated
by bone-marrow transplantation. Rab27a interacts with
MyosinV in CTLs and is required for correct docking of
CGs at the plasma membrane of the IS. In addition, Rab27
interacts with Munc13-4, a member of the Munc13 family.
Like its isoforms in the CNS and in neuroendocrine cells,
Munc13 is responsible for priming in CGs. Mutation of the
Munc13-4 gene leads to the fatal immune disease FHL type
3, since the CGs of these patients are unable to fuse and
therefore their CTLs cannot kill target cells (Ménager et
al., 2007). Mutations in Munc18-2 also lead to an FHL, in
this case type 5, which is the result of the loss of the dock-
ing function previously described for Munc18 in neuronal
synapses. The fusion of CGs is driven by the SNARE com-
plex, as is the exocytosis of LDCVs in chromaffin cells. In
CG fusion a membrane bound SNARE, Syntaxinll, whose
mutation leads to FHL type 4, has also been identified via
human mutation (K6gl et al., 2013). Further components
of the fusion-driving SNARE complex of CGs are Synapto-
brevin2 on the CG membrane and probably SNAP-23 in the
plasma membrane. In contrast to chromaffin cell synaps-
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Fig. 4: Live visualization of endocytosis of cytotoxic granules. Confocal microscopic images of a cytotoxic T-lymphocyte in contact with an
antigen presenting cell (target). The CGs are red due to expression of Synaptobrevin2-mRFP. The chamber medium contains an antibody
against mRFP which is bound to a green fluorescent dye. This antibody can only bind synaptobrevin2 after CG exocytosis, when it is exposed
on the cell surface. The series begins with contact between CTL and the target cell (0°00”)", at time 3°06”, the IS has formed as evidenced by
the polarization of the red CGs to the contact site. In the next image (7°06”) fusion of CGs has occurred as shown by the green puncta which

result from binding of the green-marked mRFP antibody on the red marked Synaptobrevin2-mRFP exposed to the medium (yellow). At the
end of the series (13°06”") several CGs have been endocytosed and transported to the cell interior.

es, it is still not clear if Synaptotagmin or another calcium
binding protein play a role in the actual fusion event. This
description of the proteins involved in docking, priming
and fusion of CGs indicates their remarkable similarity
to the molecular mechanisms at the neuronal synapse
(Fig. 3) (Becherer et al., 2012).

Synapse Disassembly

In their function as “serial killers”, CTLs must be able
to rapidly disassemble their synapses. The coordinated
disassembly of the IS follows within 15-30 minutes after
initial contact with the antigen-presenting cell. The life-
time of the immunological synapse is much shorter than
that of a neuronal synapse, though in both cases recycling
of vesicle components is necessary for function. Though
many details are not completely understood, this disas-
sembly can be divided into two processes. T-cell receptors
and membrane bound proteins such as Syntaxin11, which
are involved in fusion, are internalized via REs and either
degraded or delivered to the early endosomes (EE) and re-
cycled.

The membrane components of CGs are also recycled
as part of the disassembly process. As we recently demon-
strated using a Synaptobrevin2-mRFP knockin mouse,
recycling of CG components is independent of the recy-
cling endosomes (Chang et al., 2016). Synaptobrevin2,
the vSNARE responsible for CG fusion(Matti et al., 2013)
is present in clusters at the plasma membrane immedi-
ately after fusion and can be detected with a monoclonal
antibody directed at the luminal (intravesicular) mRFP
(which is exposed to the extracellular medium at exocy-
tosis, Fig. 4). Within a few minutes, Synaptobrevin2 along
with other CG membrane proteins such as the vesicular
H*-ATPase are endocytosed at the IS. Like the endocytosis

of synaptic vesicles in neurons (Soykan et al., 2016) the
endocytosis of CG components at the IS depends on Clath-
rin and Dynamin. In addition, the Synaptobrevin2-specific
adaptor protein CALM (Koo et al., 2011) plays an essential
role. CGs are acidified after endocytosis and reach the late
endosomes via the early endosomes, where they reacquire
cytotoxic components such as Granzyme B. Following a
series of maturation steps, CGs become available for fur-
ther fusion at newly built synapses. Approximately 50% of
the killing capacity of CGs is achieved by the efficient re-
cycling of CG membrane proteins. The disassembly of syn-
apses including endocytosis is fast enough to allow new IS
assembly and killing of antigen presenting cells within a
few minutes (Chang et al., 2016).

Conclusion

The immunological synapse between cytotoxic T-lympho-
cytes and antigen-presenting cells has many similarities to
neuronal synapses in the CNS. However, in addition to the
study of the mechanisms of presynaptic function, in CTLs
we have experimental access to the processes of assembly
and disassembly, and a system amenable to high-resolu-
tion live imaging. Together with the availability of primary
human material, these are good arguments for considera-
tion of the immunological synapse in the future as a mod-
el system for some aspects of synaptic function.

Abbreviations

CcG cytotoxic granule

CRAC calcium release-activated calcium

CTL cytotoxic T-lymphocyte

FHL familial hemophagocytic lymphohistiocytosis
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IS immunological synapse

LDCV large dense-core vesicle

MHC major histocompatibility complex

MTOC  microtubule organizing center

SMAC  supramolecular activation cluster

SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment
protein receptor

TCR T-cell receptor

CNS central nervous system
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Ubersichtsartikel
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Neue Ansdtze zur Analyse von Axon-
Oligodendrozyten Kommunikation in vivo
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Zusammenfassung: Fiir das Verstandnis von Struktur und
Funktion unseres Nervensystems ist es wichtig zu verste-
hen, wie sich dessen Zellen koordinieren, um ein funktio-
nelles Organ zu bilden und aufrechtzuerhalten. Neurone
und Oligodendrozyten stellen im Zentralnervensystem ein
besonderes Duo dar — Oligodendrozyten myelinisieren
Axone, indem sie diese eng umwickeln. Diese Interaktion
reguliert Reizleitungsgeschwindigkeiten zwischen Neu-
ronen und unterstiitzt axonales Uberleben. Trotz dieser
Bedeutung gibt es grofie Liicken in unserem Verstandnis
von Bildung, Remodellierung und Regeneration myelini-
sierter Axone. Zebrafische sind wegen ihrer Eignung fiir
Lebendzellmikroskopie und genetische Manipulationen
ein zunehmend populdrer Modellorganismus. Hier geben
wir eine Ubersicht iiber dieses Forschungsfeld, zeigen,
wie mit Zebrafischen Mechanismen der Myelinisierung er-
forscht wurden, und wie offene Fragen zur Kontrolle von
Axon-Oligodendrozyten Interaktionen fiir Nervensystem-
funktion in Zukunft untersucht werden kénnen.

Schliisselworte: Axon; in vivo Mikroskopie; Myelin; Oligo-
dendrozyt; Zebrafisch

Einleitung

Unser Zentralnervensystem (ZNS) besteht aus Milliarden
von Zellen, die in einem faszinierenden Zusammenspiel
kontinuierlich miteinander kommunizieren und so ein
funktionierendes Organ bilden. Die einzelnen Neurone

*Korrespondenzautor: Tim Czopka, Technische Universitat
Miinchen, Institut fiir Zellbiologie des Nervensystems, Mu-
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(Nervenzellen) sind dazu tiber zum Teil lange Fortsitze
(Axone) miteinander verbunden, iiber welche sie kom-
munizieren. So fiigen sie sich zu einem gigantischen
Netzwerk zusammen, um Information zu verarbeiten. Es
ist immer noch weitgehend unverstanden, wie sich Neu-
rone in unserem Gehirn vernetzen. Ein dabei nicht aufier
Acht zu lassender Faktor ist die Geschwindigkeit und die
zeitliche Feinabstimmung, mit welcher Signale zwischen
Neuronen ausgetauscht werden.

Als weifde Substanz unseres Gehirns bezeichnet man
die Regionen, in denen Axone Informationen zwischen
den verschiedenen Hirnregionen austauschen (die graue
Substanz bezeichnet die Bereiche, in denen die Zellkdrper
der Neurone sitzen). Diese Faserbahnregionen erscheinen
weif3, da die meisten Axone mit einer fettigen Substanz
umhiillt sind, dem Myelin. Myelin ist eine evolutiondre
Anpassung von Wirbeltieren, welche der elektrischen
Isolation von Axonen dient, und eine schnelle und ener-
giesparende Reizweiterleitung ermoglicht. Die Entwick-
lung eines komplexen Nervensystems mit seiner grof3en
Zellzahl wurde dadurch wahrscheinlich iiberhaupt erst
moglich gemacht. Myelin wird im ZNS von speziellen
Gliazellen, den Oligodendrozyten, produziert. Genetische
Defekte (zum Beispiel Leukodystrophien), die den Aufbau
oder Erhalt myelinisierender Oligodendrozyten storen,
fiihren zu motorischer sowie kognitiver Fehlentwicklung.
Ahnlich fithren degenerative Myelinerkrankungen zu
senso-motorischen Storungen, bis hin zur Lahmung, wie
es bei Multipler Sklerose der Fall ist, einer Autoimmun-
erkrankung, in der Myelin selektiv zerstért wird. Darii-
ber hinaus gibt es zunehmend Erkenntnisse, die darauf
hinweisen, dass dynamische Myelinisierung sogar in die
Regulation von Lernvorgdngen involviert ist, und dass
myelinisierende Gliazellen zusétzliche Rollen bei der Auf-
rechterhaltung von Nervensystemfunktion spielen, die ab-
seits ihrer Rolle als elektrischer Isolator liegen.

In diesem Artikel méchten wir eine Ubersicht iiber
dieses Forschungsfeld geben und dabei den Schwerpunkt
darauflegen, zu zeigen, wie man fundamentale mechanis-
tische Erkenntnisse {iber das Zusammenspiel von Axonen
und umgebenden Oligodendrozyten mithilfe moderner
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Abb. 1: Zelluldre Architektur myelinisierter Axone im Zentralnervensystem A Schemadarstellung eines myelinisierten Axons (magenta), eines
myelinisierenden Oligodendrozyten (griin), und einer Oligodendrozyten-Vorlduferzelle (blau). B Schemadarstellung eines myelinisierten
Axons im Querschnitt. C Vergleich von kontinuierlicher (oben) und saltatorischer (unten) Reizweiterleitung. Im Gegensatz zur kontinuierli-
chen Reizweiterleitung werden bei der saltatorischen Reizweiterleitung lediglich an den Ranvier‘schen Schniirringen Aktionspotenziale
generiert. D Schemadarstellung eines myelinisierten Axons im Langsschnitt um den Ranvier’schen Schniirring.

Methoden am Zebrafisch als Modellorganismus untersu-
chen kann.

Myelinisierung von Axonen — mehr
als ein statischer Isolator

Architektur myelinisierter Axone

Der Begriff Myelin fiir die Umhiillung von Axonen geht
auf den Pathologen Rudolf Virchow im Jahr 1854 zuriick.
Die Beschreibung von Oligodendrozyten als zelluldre
Quelle von Myelin geschah aber erst 1922 durch Pio Del
Rio-Hortega. Seitdem ist durch ultrastrukturelle, moleku-
lare und physiologische Untersuchungen die Architektur
myelinisierter Axone recht gut verstanden (Abb. 1). Jeder
Oligodendrozyt bildet Dutzende Myelinsegmente (Inter-
nodien), von denen jedes einzelne aus einer dicht gepack-
ten, flachigen Zellmembran besteht, die wiederholt um
das Axon gewickelt ist. Die Myelinisierung des gesamten
Axons erfolgt dadurch, dass verschiedene Oligodendrozy-
ten jeweils einzelne Internodien konsekutiv entlang der
Lange des Axons aneinanderreihen. Zwischen jedem ein-
zelnen Internodium entsteht so eine nicht myelinisierte
Liicke, der Ranvier’sche Schniirring, wo sich spannungs-

abhidngige Na‘-Ionenkandle konzentrieren, die fiir die
Reizleitung im Axon wichtig sind. So entsteht die charak-
teristische Struktur myelinisierter Axone (Abb. 1). Durch
die dicht gepackte Myelinmembran ist das Axon von der
Umgebung elektrisch isoliert. Daraus resultiert ein erhéh-
ter Membranwiderstand, wodurch das Axon iiber eine
ldngere Strecke bei geringerem Spannungsabfall depola-
risiert wird. Das hat zur Folge, dass die Axonmembran mit
den an Ranvier‘schen Schniirringen konzentrierten Na*-
Kandlen auch in vielfach gréf3erer Entfernung als bei un-
myelinisierten Axonen noch geniigend depolarisiert wird,
um ein neues Aktionspotenzial auszuldsen. So scheint das
Aktionspotenzial von einem Schniirring zum N&chsten zu
»springen”. Myelinisierung ermoglicht Leitungsgeschwin-
digkeiten von bis zu 100m/s, wobei diese u. a. von der Di-
cke und der Lange der Myelinschichten abhédngen.

Adaptive Myelinisierung zur Regulation von
Nervensystemfunktion

Mathematisch ist es moglich, die optimalen Parameter fiir
moglichst schnelle Reizweiterleitung zu bestimmen, die
von der Dicke des Axons, des Myelins, und der Distanz
zwischen zwei Ranvier’schen Schniirringen abhdngen. In
der Natur weichen Myelinisierungsmuster aber zum Teil
erheblich von rechnerisch optimalen Parametern ab, um
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einen zeitlich prazise koordinierten Informationsfluss zu
erreichen. Ein gut studiertes Beispiel hierfiir ist das au-
ditorische System der Mongolischen Wiistenrennmaus,
in dem das zeitlich prdzise Ankommen von akustischen
Signalen im auditorischen Hirnstamm durch die Variie-
rung der Internodienlédnge reguliert ist (Ford et al., 2015).
Dieses Beispiel verdeutlicht, wie Myelinisierungsmuster
fiir die Regulation von axonaler Funktion genutzt werden
koénnen.

Neben solchen hochspezifischen Mustern sind kiirz-
lich komplett atypische Formen der Myelinisierung be-
schrieben worden. So zeigen Pyramidenneurone im
Mauskortex oft nur eine partielle Myelinisierung mit lan-
gen unmyelinisierten Abschnitten (Tomassy et al., 2014).
Was solche Muster fiir die Funktion des Axons bedeuten,
ist derzeit noch vollig unklar. Es ist aber in diesem Zusam-
menhang interessant festzuhalten, dass variable Myelini-
sierung bei Mechanismen des Lernens eine Rolle spielt.
So verursacht das Erlernen einer neuen motorischen Fa-
higkeit, wie zum Beispiel Jonglieren, beim Menschen Ver-
dnderungen in der weif3en Substanz. Auch kénnen Mause
keine komplexen Motortests lernen, wenn die Bildung
neuen Myelins genetisch blockiert wurde (McKenzie et
al., 2014). Zusammen weist dies darauf hin, dass aktive
Kommunikation zwischen Axon und umgebenden Oligo-
dendrozyten ein zusitzliches regulatorisches Element ho-
herer Nervensystemfunktion ist.

Unterstiitzung axonalen Uberlebens

Das Ermdglichen schneller Reizweiterleitung ist nicht die
einzige Aufgabe myelinisierender Zellen. Durch die enge
zellulare Interaktion des Axons mit den umgebenden Oli-
godendrozyten ist es nicht nur elektrisch isoliert, sondern
auch von anderen umgebenden Zellen abgeschirmt, wie
zum Beispiel Astrozyten, iiber welche Neurone mit Blut-
gefdfien verbunden sind. Neurone kénnen sehr lange Axo-
ne haben, sodass der zugehorige Zellkorper (bei grof3en
Wirbeltieren) zum Teil iiber einen Meter entfernt liegt.
Um den hohen Energiebedarf fiir die Generierung von
Aktionspotenzialen lokal bedienen zu kénnen, versorgen
myelinisierende Oligodendrozyten Axone mit Metaboliten
aus dem Glykolysestoffwechsel (Saab et al., 2013). Damit
sichern sie auch das langfristige Uberleben von Axonen.
In der Tat scheint es so, dass eine fehlende oder gestorte
metabolische Unterstiitzung durch Oligodendrozyten zu
axonaler Degeneration bei verschiedenen Erkrankungen
beitrdgt, zum Beispiel, wenn demyelinisierte Axone bei
MS nicht remyelinisiert werden.
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Der aktuelle Stand der Wissenschaft zeigt, wie wichtig
myelinisierende Oligodendrozyten als Unterstiitzer und
Modulatoren axonaler Funktion sind. Aber was reguliert,
wenn ein Axon nach welchem Muster myelinisiert wird?
Wie plastisch sind diese Vorgdnge, und was sind die Ur-
sachen fiir deren Deregulierung in Krankheitsprozessen?
Hier gibt es noch grof3e Wissensliicken beziiglich grundle-
gender Fragen, die die Kommunikation zwischen diesen
zwei Zelltypen betreffen.

Da die Interaktionen zwischen Axon und Oligoden-
drozyt sowohl eine Zell-intrinsische, als auch -extrinsi-
sche regulatorische Komponente haben, ist es wichtig,
diese unter moglichst physiologischen Bedingungen in
vivo zu untersuchen. Myelinisierung ist entwicklungsbio-
logisch ein relativ spdtes Ereignis, welches sich iiber lange
Zeitrdume hinziehen kann. Das macht es in vielen Tiermo-
dellen technisch schwierig, die Dynamik zelluldrer Inter-
aktionen und deren genetische Kontrolle zu untersuchen.
Zebrafische stellen einen Modellorganismus dar, mit dem
man diese technischen Limitationen zum Teil {iberwinden
kann, wie wir es in der zweiten Halfte dieses Artikels vor-
stellen mdchten.

Ein kleiner (Zebra-)Fisch
mit grofBem Nutzen fiir die
Neurowissenschaften

Zebrafische werden mittlerweile in fast allen Feldern der
biomedizinischen Forschung eingesetzt. Der Grund fiir
ihre zunehmende Beliebtheit als Modellorganismen ist
zum einen, dass Zebrafische als Wirbeltiere eine Vielzahl
an Genen und grundsétzlichen Funktionen mit h6heren
Wirbeltieren teilen, und daher viele Erkenntnisse iiber-
tragbar sind. Gleichzeitig weisen sie eine enorm schnelle
Embryonalentwicklung auflerhalb des Muttertieres auf.
Innerhalb von nur fiinf Tagen entwickelt sich aus einem
befruchteten Ei ein selbstdndiger Organismus, der nur we-
nige Millimeter grof3 ist (Abb. 2). Dariiber hinaus sind Ze-
brafische relativ einfach zu halten und produzieren viele
Nachkommen. Deshalb wurden sie anfangs insbesondere
in Mutagenese Screens eingesetzt, um Genfunktionen zu
identifizieren, die phdnotypischen Verdnderungen zu-
grunde liegen.

Auch fiir die Neurowissenschaften stellen junge Ze-
brafische einen hervorragenden Modellorganismus dar.
So haben sie ein relativ ,,simples* Nervensystem, das aber
schon in larvalen Stadien durchaus komplexe Verhaltens-
weisen wie die Beutejagt steuert. Das beinhaltet die Inte-
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Abb. 2: Zebrafisch als in vivo Modellorganismus zur Untersuchung von Axon-Oligodendrozyten Interaktionen A Entwicklungstadien eines
Zebrafisches vom befruchteten Ei zum adulten Tier. B Zebrafisch -Transgenese zur Visualisierung verschiedener Zelltypen im ZNS. Zelltyp-
spezifische, genregulatorische Elemente werden genutzt, um eine Vielzahl von Proteinen zu exprimieren. Durch Mikroinjektion solcher
Expressionskonstrukte in befruchtete Eier kénnen Einzelzellen von, zum Beispiel, Oligodendrozyten-Vorldufern (gelb), myelinisierenden
Oligodendrozyten (griin) und Neuronen (rot) fluoreszent markiert und untersucht werden. C Auskreuzen injizierter Tiere mit Wildtypen fiihrt
bei Keimbahntransmission des Transgenese-Konstrukts zur einer volltransgenen Linie in der F1-Generation, in welcher dann alle Zellen

eines Zelltyps markiert sind.

gration sensorischer Information sowie die Generierung
eines entsprechenden Bewegungsmusters. Weiterhin sind
Zebrafische leicht genetisch zu manipulieren. Befruchtete
Eier konnen problemlos mit genetischen Konstrukten in-
jiziert werden, um ein gewiinschtes Gen zu exprimieren,
oder dessen Funktion zu verdandern. Aufgrund der opti-
schen Transparenz junger Zebrafische kann ohne operati-
ven Aufwand das gesamte ZNS beobachtet werden, sodass
man neurowissenschaftliche Fragen vom Gen bis zum Ver-
halten am intakten Organismus untersuchen kann.

Visualisierung zelluldrer Dynamik durch
in vivo Mikroskopie von fluoreszierenden
Reportern

Die geringe Grof3e und die optische Transparenz machen
junge Zebrafische zu einem hervorragenden Modell fiir
in vivo Lichtmikroskopie. Kontinuierliche technologische

Fortschritte ermdglichen, bis an die Aufl6sungsgrenzen
klassischer Lichtmikroskopie in das Innere des Nerven-
systems zu blicken. Da dies problemlos in lebenden Ze-
brafischen geschehen kann, ist es moglich, Zellen im
selben Tier zu verschiedenen Zeitpunkten abzubilden,
um so Informationen {iiber strukturelle Verdnderungen
zu erhalten (siehe Exkurs fiir eine Ubersicht relevanter
Mikroskopaufbauten, Abb. 3). Um Subtypen von Neuro-
nen und Gliazellen im lebenden Zebrafisch darzustellen,
werden diese haufig durch sogenannte transgene Reporter
markiert. Ein typisches Transgen besteht aus einer regula-
tiven Gensequenz, welche die Expression eines Reporter-
proteins steuert (Abb. 2). Letzteres konnen fluoreszierende
Proteine sein, wie das griin fluoreszierende Protein GFP
und dessen Varianten, die in verschiedenen Farben des
sichtbaren Spektrums fluoreszieren. Es kénnen so aber
auch andere, zum Beispiel mutante Proteine exprimiert
werden, um Zellfunktionen zu manipulieren. Durch Injek-
tion von Transgenkonstrukten in Zebrafischeier kénnen
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Abb. 4: Erkenntnisse und offene Fragen zur Regulierung der Bildung und Aufrechterhaltung myelinisierter Axone

so individuelle Zellen im entwickelnden Organismus mit
verschiedenen Farbkombinationen dargestellt und unter-
sucht werden. Wenn ein Transgen in Zellen der Keimbahn
integriert wird, wird dieses spéter bei Fortpflanzung der
Adulten an die Folgegeneration weitergegeben, wodurch
ein komplett transgener Organismus entsteht, in dem zum
Beispiel alle Zellen eines Zelltyps markiert sind (Abb. 2).
So wurden von uns und anderen in der Vergangenheit
eine Reihe transgener Reagenzien entwickelt, um mit
verschiedenen genregulatorischen Sequenzen fluoreszie-
rende Proteine zu exprimieren, und so spezifisch Oligo-
dendrozyten, deren Vorlduferzellen, sowie myelinisierte
Axone zu visualisieren [siehe (Czopka, 2016) fiir eine de-
taillierte Ubersicht publizierter Linien, die Oligodendro-
zytenbiologie im Zebrafisch untersuchen]. Durch in vivo
Mikroskopie im Zebrafisch konnten wir so zum Beispiel
dazu beitragen, die lange ungeldste Frage zu beantworten,
wie genau Oligodendrozyten Myelin bilden. Obwohl die
Struktur von Myelin seit Jahrzehnten bekannt ist, blieben
die zellularen Grundlagen der Myelinmorphogenese vol-
lig unbekannt. Im Zebrafisch konnten wir die Initiierung
einzelner Internodien untersuchen und dadurch zeigen,
dass jede neue Myelinschicht in der Mitte des zukiinftigen
Internodiums zugefiigt wird, von wo aus sie anschliefiend
lateral expandiert und das mehrschichtige Internodium
bildet (Snaidero et al., 2014). Dabei handelte es sich um
die ersten Demonstrationen der Myelinmorphogenese in
vivo. Dies ist ein gutes Beispiel, um zu verdeutlichen, wie
Lebendzellmikroskopie im Zebrafisch — zusammen mit ge-

netischen und ultrastrukturellen Arbeiten — helfen kann,
grundsétzliche biologische Mechanismen aufzuklaren.

Woher kommt neues Myelin?

ZNS-Axone konnen iiber einen langen Zeitraum der Ent-
wicklung eines Organismus myelinisiert werden, beim
Menschen in einigen Gehirnregionen bis ins vierte Le-
bensjahrzehnt. Gleichzeitig kann jeder einzelne Oligoden-
drozyt eine Vielzahl von Internodien generieren, deren
genaue Zahl kann durch axonale Parameter reguliert wer-
den. Elegante in vivo Mikroskopiestudien im Zebrafisch
haben bereits gezeigt, dass Oligodendrozyten Vorlaufer-
zellen ihre Zellfortsdtze kontinuierlich und hochdyna-
misch verdndern (Kirby et al., 2006). Wann aber ein ein-
zelner Oligodendrozyt seine Zielaxone zur Myelinisierung
festlegt, war lange Zeit unverstanden. So wére es durch-
aus plausibel, dass einzelne Oligodendrozyten lebenslang
plastisch bleiben und damit die Aktivitdt der Axone, die
sie myelinisieren, je nach Bedarf dynamisch regulieren.
Um diese Mdoglichkeit zu testen, haben wir hochauflsen-
de Zeitraffer- und Langzeitaufnahmen von Oligodendrozy-
ten im Zebrafisch gemacht. Dadurch konnten wir zeigen,
dass jeder einzelne Oligodendrozyt seine maximale Zahl
an generierten Myelinsegmenten in einem kurzen Zeit-
fenster von nur wenigen Stunden festlegt (Abb. 4) (Czopka
et al., 2013). Danach verlieren myelinisierende Oligoden-
drozyten die Moglichkeit, neue Internodien zu formen.



236 —— Tim Czopka und Franziska Auer: Neue Ansétze zur Analyse von Axon-Oligodendrozyten Kommunikation

Die Existenz eines kurzen Zeitfensters zur Myelinge-
nerierung fiir jede einzelne Zelle bedeutet unter ande-
rem, dass neues Myelin nur von neu differenzierenden
Oligodendrozyten-Vorldauferzellen kommen kann. Diese
repréasentieren mit ca. 5% aller Zellen (in der Maus) einen
substanziellen Anteil. Welche Rolle(n) diese Zellen aber
genau spielen, ist noch nicht klar. Oligodendrozyten-Vor-
lauferzellen sind auch die zelluldre Quelle bei der Rege-
nerierung von geschadigtem Myelin. Remyelinisierung ist
einer der wenigen regenerativen Prozesse in unserem ZNS,
trotzdem funktioniert sie oft schlechter als die primare My-
elinisierung. Das manifestiert sich auch in Erkrankungen
wie Multipler Sklerose, wo Remyelinisierung mit zuneh-
mender Krankheitsdauer letztendlich oft ganz ausbleibt.
Wenn es die gleichen Oligodendrozyten-Vorlduferzellen
sind, die Axone myelinisieren und remyelinisieren, war-
um ist Remyelinisierung dann weniger effizient? Auf diese
Frage wird es wahrscheinlich keine einfache Antwort ge-
ben, insbesondere, weil Krankheitsbilder oft multifaktori-
elle Ursachen und Einfliisse haben. Allerdings es ist mdg-
lich, Aspekte solcher Fragen auch im Zebrafischmodell zu
testen, um Verstandnis grundséatzlicher zelluldrer Verhal-
tensweisen und deren molekularer Kontrolle zu erhalten.

Ausblick

Oligodendrozyten spielen vielfdltige Rollen im Nerven-
system. Diese reichen von der elektrischen Isolierung und
Regulation der Reizweiterleitungsgeschwindigkeit, {iber
metabolische Unterstiitzung von Axonen, bis hin zur Be-
teiligung bei Lernen und Ged&dchtnisbildung. Wir begin-
nen erst, die Bedeutung und die Regulation dieser Funk-
tionen genauer zu verstehen. Was genau steuert, ob ein
Axon myelinisiert wird, ist immer noch unklar. Gibt es ei-
nen alleinigen Mechanismus oder existieren mehrere pa-
rallele Signalkaskaden, von denen verschiedene Kombi-
nationen zu aktivieren ausreichend ist, um Myelinisierung
zu initiieren? Gerade mit Blick auf variable Myelinisierung
ist die Existenz eines kombinatorischen Codes nicht un-
wahrscheinlich. Dariiber hinaus ist es nicht nur wichtig,
zu verstehen ob, sondern auch, wie ein Axon myelinisiert
wird. Welche Faktoren regulieren Myelinisierungsmuster?
Wie plastisch kénnen sich diese verandern? Und welche
Auswirkungen haben diese zelluldren Vorgdnge auf die
Funktion unseres Nervensystems?

Zebrafische eignen sich hervorragend, um Antwor-
ten zu all diesen Fragen beizutragen. Zellmarkierung mit
fluoreszierenden Reportern im lebenden Organismus er-
moglichen longitudinale Studien einzelner Zellen, diese
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zu manipulieren, um Prinzipien zelluldren Verhaltens
herauszuarbeiten. Durch die fortschreitende Entwicklung
von Reagenzien zur Manipulation zelluldrer Physiologie,
biomolekularer Sensoren, sowie immer besser werdender
Lichtmikroskopie, kénnen nicht nur zelluldre Bewegun-
gen mit nie da gewesener Auflosung untersucht werden,
sondern auch die dynamische Kommunikation innerhalb
und zwischen Zellen. Solche Untersuchungen miissen
nicht auf Axone und Oligodendrozyten beschrankt blei-
ben, sondern kénnen genauso Astrozyten, Immunzellen,
und die Vaskulatur mit einbeziehen — Forschungsberei-
che, die bereits aktiv im Zebrafisch bearbeitet werden
[siehe zum Beispiel folgende Ubersichtsarbeiten (Gore et
al., 2012; Sieger und Peri, 2013)]. Solche Arbeiten werden
helfen, ein tieferes Verstandnis davon zu bekommen, wie
Zellen einander koordinieren, beeinflussen, und damit
Struktur und Funktion unseres ZNS steuern.

Exkurs: in vivo Mikroskopie

Um biologische Prozesse zu verstehen, ist es wichtig,
diese in ihrem natiirlichen zelluliren Umfeld (in vivo) zu
beobachten. Dies liefert wertvolle Informationen iiber die
zeitliche Dimension zelluldrer Prozesse, insbesondere der
Dynamik zelluldrer Interaktionen. Gleichzeitig gibt es bei
der Lebendzell-in vivo-Mikroskopie Limitationen, die den
Experimentator vor diverse Hiirden stellen.

a. Tiefenunschirfe von Informationen auf3erhalb der Fo-
kusebene

b. Optische Aberrationen

c. Toxizitédt von Licht

Verschiedene Mikroskopiesysteme versuchen, diese Hiir-
den auf unterschiedliche Art zu iiberwinden. Wir wollen
die derzeit gebrauchlichsten Prinzipien in diesem Zusam-
menhang vorstellen.

Um Tiefenunschirfe (a) auszublenden, stellen die
dargestellten Systeme auf verschiedene Art ,optische
Schnitte* durch das Gewebe her.

Konfokales Laserscanning Mikroskop (Abb. 3, links). Das
Anregungslicht wird durch eine Lochblende im Strahlen-
gang zur Probe auf einen Punkt fokussiert. Bei der Detek-
tion des emittierten Lichts wird durch eine weitere Loch-
blende im Strahlengang zum Detektor lediglich das Licht
aus dem Volumen der Anregungsebene durchgelassen.
Der Strahlengang des emittierten Lichts ober- und unter-
halb der Fokusebene wird an der Lochblende blockiert.
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Abb. 3: Prinzipielle Aufbauten hdufig genutzter Mikroskopsysteme fiir Lebendzellmikroskopie

Um ein mehrdimensionales Bild zu erhalten, wird die Pro-
be in der Fokusebene in der x- und y-Achse (fiir 3-dimen-
sionale Aufnahmen auch in der z-Achse) Punkt fiir Punkt
abgescannt.

Spinning Disk Konfokalmikroskop (Abb. 3, zweites von
links). Hier werden, anders als beim punktscannenden
Konfokalmikroskop, viele Lochblenden auf einer Loch-
blendenscheibe genutzt, welche iiber die Probe rotieren.
Dadurch erfolgt die gleichzeitige Anregung und Detekti-
on vieler Bildpunkte, die mit einer Kamera aufgenommen
werden. Dies ermdglicht eine sehr schnelle Bildaufnahme.

2-Photonen Mikroskop (Abb.3, zweites von rechts).
Hier geschieht die Anregung des fluoreszierenden Mo-
lekiils ausschliefllich in der Fokusebene. Die Fluores-
zenzanregung erfolgt durch die gleichzeitige Absorption
zweier Photonen einer h6heren Wellenldnge, wenn diese
in Summe die gleiche Energie wie bei konventioneller An-
regung haben (2-Photonen -Effekt).

Lightsheet Mikroskop (Abb. 3, rechts). Bei diesem Sys-
tem wird durch spezielle Linsen ein diinnes Lichtblatt
geformt, welches gleichzeitig die gesamte Fokusebene
anregt. Die Detektion erfolgt orthogonal zur Illuminati-
onsachse.

Optische Aberrationen (b) im Gewebe hdngen direkt mit
der Wellenldnge des zur Anregung und Detektion genutz-
ten Lichts zusammen. Es gilt: Je langwelliger das Licht,
desto geringer ist die Streuung, und desto tiefer dringt es
in Gewebe ein. Daher ermé6glicht Anregung mit Infrarot-
licht bei einem 2-Photonen Mikroskop Bildaufnahmen in

erheblich tieferen Gewebeschichten als bei Anregung mit
sichtbarem Licht.

Fiir Phototoxizitét (c) gilt: Je kurzwelliger das Anre-
gungslicht, desto energiereicher und damit toxischer. Das
langwellige Licht beim 2-Photonen Mikroskop schont die
Probe, aber auch kurze Anregungszeit und schnelle Detek-
tion mit sichtbarem Licht, wie es beim Lightsheet und dem
Spinning Disk Mikroskop der Fall ist, erm&glichen proben-
schonende Aufnahmen.

Letztlich hat auch die Wahl des Modellorganismus
groflen Einfluss auf die zu erreichende rdaumliche und
zeitliche Auflésung. Junge Zebrafische sind klein und fast
durchsichtig, sodass Tiefenpenetranz und Aberrationen
hier ein wesentlich kleineres Problem darstellen als es bei
grof3eren Organismen der Fall ist.
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Abstract: A major challenge for understanding our nerv-
ous system is to elucidate how its constituting cells coordi-
nate each other to form and maintain a functional organ.
The interaction between neurons and oligodendrocytes
represents a unique cellular entity. Oligodendrocytes mye-
linate axons by tightly ensheathing them. Myelination reg-
ulates speed of signal transduction, thus communication
between neurons, and supports long-term axonal health.
Despite their importance, we still have large gaps in our
understanding of the mechanisms underlying myelinated
axon formation, remodelling and repair. Zebrafish repre-
sent an increasingly popular model organism, particular-
ly due to their suitability for live cell imaging and genetic
manipulation. Here, we provide an overview about this
research area, describe how zebrafish have helped under-
standing mechanisms of myelination, and discuss how ze-
brafish may help addressing open questions related to the
control of axon-oligodendrocyte interactions.

Keywords: axon; in vivo imaging; myelin; oligodendro-
cyte, zebrafish

Introduction

Our central nervous system comprises myriads of cells,
which continuously communicate with each other to
form a functional organ. Individual nerve cells (neurons)
are connected via long process extensions (axons) to ex-
change information. In doing so, neurons form a gigantic
and highly complex network. Here, one important aspect
for precise information processing is the speed, and thus
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the temporal timing, with which signals are exchanged
between neurons.

The regions in which axons exchange information
between different brain areas are called the ‘white mat-
ter’ (the grey matter being the areas where neuronal cell
bodies reside). White matter appears white due to the
presence of myelin, a fatty coating that surrounds most ax-
ons. Myelin is an evolutionary acquisition of vertebrates,
which electrically insulates axons and enables rapid
and energy efficient signal transmission. It is likely that
these properties have in fact enabled the evolution of our
complex nervous system with its high cell number. In the
central nervous system (CNS), myelin is produced by spe-
cialised glial cells, the Oligodendrocytes. Genetic defects
that perturb formation or maintenance of myelin (e.g. in
Leukodystrophies) lead to severe motoric and cognitive
symptoms. Similarly, degenerative myelin diseases lead
to sensory-motor impairments and eventually paralysis,
for example in Multiple Sclerosis (MS), an autoimmune
disease in which myelin is selectively destroyed. Further-
more, there is increasing evidence that dynamic myelina-
tion is even involved in the regulation of brain plasticity
and forms of learning, indicating that myelinating glia
may play additional roles for nervous system function, be-
yond their role as electrical insulator.

We want to provide an overview of this area of re-
search and emphasise how fundamental principles of the
interaction between neurons and oligodendrocytes can be
investigated using zebrafish as model organism.

Myelination of axons — more than
static isolation

Architecture of myelinated axons

The term myelin as the ensheathment of axons dates back
to 1854 by the German pathologist Rudolf Virchow. How-
ever, the identification of oligodendrocytes as the cellu-
lar source of myelin did not happen until 1922 by Pio Del
Rio-Hortega. Since then, the structural, molecular and
physiological properties of myelinated axons have been
defined quite well (Fig.1). Each oligodendrocyte forms
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Fig. 1: Cellular architecture of myelinated axons in the CNS A Cartoon showing a neuron with a myelinated axon (magenta), a myelinating
oligodendrocyte (green) and an oligodendrozyte precursor cell (blue). B Schematic cross-sectional view of a myelinated axon. C Comparison
of continuous (top) and saltatory (bottom) nerve conduction. In saltatory conduction, action potentials are only initiated at the nodes of
Ranvier, which then ‘jumps’ from node to node. D Cartoon showing a longitudinal section through a myelinated axon around the node of

Ranvier region.

dozens of myelin segments (internodes), each of which
consists of tightly packed cell membranes, that are itera-
tively ‘wrapped’ around the axon. The consecutive align-
ment of individual internodes covers the axon along its
length, leaving only short unmyelinated gaps between
each internode, the nodes of Ranvier, which are highly
enriched in voltage gated Na* channels (Fig. 1). The tight
stacking of myelin membrane electrically insulates the
axon. This insulation increases membrane resistance, so
that axon depolarisation spreads over a longer distance
with a lower potential drop than along an unmyelinated
axon. In consequence, the axon membrane is still suffi-
ciently depolarised at distant nodes of Ranvier, so that
resident Na* channels can initiate a new action potential.
This way, the action potential seems to ‘jump’ from node
to node. This type of saltatory conduction enables action
potential propagation with up to 100m/s, whereby thick-
ness and length of the myelin amongst other factors affect
conduction speed.

Adapted and adaptive myelination to
regulate nervous system function

It is possible to mathematically determine the optimal pa-
rameters for fastest action potential propagation, which
are primarily affected by the thickness of the axon, the

thickness of the myelin, and the distance between the
nodes of Ranvier. In nature, however, myelination pat-
terns can greatly differ from the theoretically optimal pa-
rameters in order to precisely coordinate temporal control
of information flow. For example, it has been shown that
in the auditory system of the gerbil, action potential arriv-
al times in the auditory brainstem are regulated by varia-
tion in internodal length. This enables precise control of
spatial hearing (Ford et al., 2015), and very nicely exem-
plifies that myelination patterns can be used to regulate
network function.

In addition to highly specific myelination, completely
atypical patterns of myelinated axons have been described
recently. For example, axons of pyramidal neurons in the
adult cortex often show only discontinuous myelination
with long, unmyelinated gaps (Tomassy et al., 2014). The
functional repercussions of such patchy myelination are
currently totally unclear. However, in this context, it is in-
teresting to note that adaptive myelination is involved in
forms of learning. Acquisition of motor skills such as jug-
gling involves white matter changes in humans. Similarly,
mice fail to learn complex motor tasks when the formation
of new myelin was genetically prevented (McKenzie et al.,
2014). Together, these findings are indicative that active
communication between neurons and oligodendrocytes
may represent an additional regulatory element of higher
nervous system function.
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Support of axon survival

Enabling fast action potential propagation is not the only
role of myelinating glia. The tight cellular interaction be-
tween an axon and surrounding oligodendrocytes does
not only provide electrical insulation, but also generally
isolates the axon from surrounding cells like astrocytes,
an important intermediate cell type for coupling neurons
to vasculature. Neurons can have very long axons so that
the corresponding cell body can be over one meter away
(in large animals). In order to meet the local energy de-
mands during action potential generation, myelinating
oligodendrocytes supply axons with glycolysis metabo-
lites (Saab et al., 2013). This ensures long-term axon sur-
vival. Indeed, it is plausible that lack of metabolic supply
by oligdendrocytes contributes to axon degeneration in
disease, for example when demyelinated axons do not get
repaired in MS.

The current state of research shows how important
oligodendrocytes are for support and modulation of axon
function. However, what controls if and how an axon gets
myelinated? How plastic are these processes and what are
the causes of their deregulation in disease? Here, we still
lack fundamental understanding of the principles that un-
derlie communication between these two cell types.

As the interactions between axon and oligodendro-
cyte are likely to be under the control of cell intrinsic and
extrinsic mechanisms, it is important to study them under
physiological conditions in vivo. Myelination is a slow and
long lasting process that only starts relatively late during
ontogenesis. This provides technical challenges for study-
ing dynamics of cellular interactions and their genetic
control in many experimental models. Here, zebrafish
represent a model organism with which one can overcome
many of the technical limitations, as we will describe in
the second part of this article.

A small (zebra-)fish of great value
for neuroscience

Nowadays, zebrafish are used in almost all areas of bio-
medical research. One of the reasons for their increasing
popularity is due to the fact that they share many genes
and functions with those of higher vertebrates, so that
many findings are easily transferable between species. In
contrast to higher vertebrates, however, zebrafish devel-
op very rapidly outside the mother. Within no more than
five days, a freely swimming and independent organism
of only a few millimetres develops from the fertilised egg
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(Fig. 2). Furthermore, zebrafish are relatively easy to main-
tain and they produce high numbers of offspring, which
is why they were initially used mainly in mutagenesis
screens to discover gene functions that underlie specific
phenotypes.

Young zebrafish represent a preeminent model or-
ganism for neuroscience research. They have a relatively
‘simple’ nervous system, which does, however, control
complex behaviours such as prey capture during their ear-
ly larval life. This necessitates the integration of sensory
information for the generation of an according behaviour.
Zebrafish are relatively easy to manipulate genetically.
Fertilised eggs can be injected with genetic constructs to
express any desired gene or to perturb its function. Due to
the optical transparency of young zebrafish, it is possible
to investigate their CNS without the need of surgical inter-
vention. Together, this allows to address neurobiological
questions from gene to behaviour in an intact organism.

Visualising cellular dynamics using in vivo
microscopy of fluorescent reporters

The small size and optical translucency of young zebra-
fish make them ideally suited for in vivo microscopy. Con-
tinuous technological advances enable us to look into
the nervous system of living animals with unprecedent-
ed resolution. This also allows to carry out longitudinal
studies of the same cell in the same animal in order to
obtain information about dynamics of structural changes
(see excursion box for an overview of most relevant mi-
croscopy setups, Fig.3). Subtypes of neurons and glial
cells can be labelled with transgenic reporter constructs.
A typical transgene consists of a gene regulatory sequence
that drives the expression of a reporter protein (Fig. 2).
The latter can be fluorescent proteins like the green flu-
orescent protein GFP and its variants, which fluoresce in
different colours of the visual spectrum. However, it is
equally possible to express any other protein, for example
mutant proteins to manipulate cell function. Microinjec-
tion of transgenesis constructs into zebrafish eggs allows
visualisation of specific cells and cell types in different
colour combinations in the resulting organism. When a
transgene is integrated in cells of the germline, breeding
from these adults will give rise to a full transgenic animal
in the daughter generation and all cells of e.g. a certain
cell type are labelled (Fig. 2). This way, we and others have
in the past generated a series of transgenic reagents and
lines to specifically label myelin, myelinated axons, oligo-
dendrocytes and their precursors with different fluores-
cent proteins (see (Czopka, 2016) for a detailed overview
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Fig. 2: Zebrafish as in vivo model to study axon-glia interactions A Major developmental stages of zebrafish from the fertilised egg to the
adult animal. B Transgenesis in zebrafish to visualise different CNS cell types. Gene regulatory elements specific for different cell types can
be used to express any protein of interest. Microinjection of such reporter constructs into fertilised eggs can be used to specifically label
individual cells with fluorescent proteins, for example oligodendrocyte precursor cells (yellow), myelinating oligodendrocytes (green) and
neurons (red). C When the transgene has been integrated into the germline of the injected animals, outcrossing of adults will lead to the
generation of full transgenics in which all cells of a cell type are labelled.

of published lines used to study oligodendrocyte biology
in zebrafish). Using in vivo live cell microscopy in zebraf-
ish, we have been able to address the long-standing ques-
tion of how oligodendrocytes form a multi-layered myelin
sheath. Even though the structure of myelin is well known,
the principles of myelin morphogenesis remained totally
unclear. When we followed individual nascent internodes,
we could show that each new layer of membrane is added
at the centre of the myelin sheaths, from where it extends
laterally to form the multi-layered internode (Snaidero et
al., 2014). This was the first demonstration of myelin mor-
phogenesis in vivo, and also provides a good example of
how live cell microscopy in zebrafish — together with ge-
netic and ultrastructural analyses — can help understand
fundamental biological questions.

Where does new myelin come from?

Myelination of CNS axons is a long-lasting process. More
and more axons can get myelinated over time — in some
brain regions in humans up until our mid 30’s. At the
same time, each individual oligodendrocyte can generate
many internodes (the number seems primarily determined
by axonal parameters). This raises the question of where
new myelin comes from during long-term development?
Elegant in vivo imaging studies in zebrafish have revealed
highly dynamic behaviour of oligodendrocyte precursor
cells (Kirby et al., 2006). However, dynamics of myelinat-
ing cells, particularly when oligodendrocytes determine
their internode number, remained elusive. One plausible
scenario would be that oligodendrocytes can plastically
regulate the myelin they produce to dynamically adjust
it to axonal demands. To test this hypothesis, we have
carried out high-resolution time-lapse imaging and long-
term analyses of oligodendrocytes in the zebrafish. In this
work, we could show that individual oligodendrocytes ini-
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Fig. 4: Insights and open questions regarding the formation, maintenance and repair of myelinated axons

tiate all their future internodes in the very short time win-
dow of no more than six hours during their differentiation
(Fig. 4) (Czopka et al., 2013). After this time, myelinating
oligodendrocytes lose their capability to form new inter-
nodes.

The existence of such a short time window for each
individual oligodendrocyte to form new myelin segments
has important implications. It means that new internodes
during long-term development can only come from new-
ly differentiating oligodendrocyte precursor cells. These
cells represent a substantial fraction of about 5% of all
cells in the adult brain (in the mouse). Oligodendrocyte
precursors are also the cellular source during regenera-
tion of damaged myelin (remyelination). Remyelination
is an endogenous regenerative process in the CNS, which
is, however, often less efficient than primary myelination.
This is also evident in diseases like MS, where remyelina-
tion often gets progressively worse and eventually fails. If
the same oligodendrocyte precursor cells are responsible
for primary myelination and secondary remyelination of
axons, why is remyelination less efficient? There is prob-
ably no simple answer to this question, particularly be-
cause many diseases have multiple causes and influenc-
ing factors. However, it is possible to test aspects of such
questions in the zebrafish model to obtain insights into
fundamental principles of cellular behaviours, their in-
trinsic molecular control, and to disentangle the roles of
surrounding cell types.

Outlook

Oligodendrocytes play diverse important roles for the
function and maintenance of axons, ranging from electri-
cal insulation, regulation of transmission speed between
neurons, to the metabolic support of axons and even be-
ing involved in regulation of learning and memory. We
are only beginning to understand the importance of these
functions and how they are regulated. It is still not un-
derstood what controls whether an axon is myelinated or
not. It is quite possible that there is no sole mechanism by
which myelination in the CNS is controlled, but rather that
multiple parallel cascades co-exist, and activation of dif-
ferent combinations may be sufficient to initiate myelina-
tion. The existence of a combinatorial code is not unlikely,
especially with regard to adaptive myelination. In addition
to the question whether an axon is myelinated or not, how
this axon is myelinated is equally important. Which fac-
tors regulate different myelination patterns along axons?
Can these plastically change? And how do these cellular
changes affect nervous system function?

Zebrafish are perfectly suited to contribute answers
to all of these questions. Cell labelling with fluorescent
reporters in the living animal enables to carry out long-
term longitudinal analyses of single cells, and to manip-
ulate these cells to elucidate principles of cellular behav-
iour. The continuous development of genetic reagents to
manipulate physiology, biomolecular sensors, combined
with improved optical imaging methods will not only al-
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low us to investigate cells with unprecedented resolution,
but also to research into the dynamic communication be-
tween cells. Furthermore, such analyses do not need to be
restricted to axon-oligodendrocyte interactions but can
equally include astrocytes, immune cells and the vascu-
lature — areas of active research in zebrafish (see for ex-
ample the following reviews (Gore et al., 2012; Sieger and
Peri, 2013). Together, this will help to obtain a deeper un-
derstanding of how cells influence one another to regulate
structure and function of the nervous system.

Excursion: in vivo microscopy

In order to understand biological processes, it is impor-
tant to investigate cells in their physiological environment
(in vivo). This reveals important information about tempo-
ral dynamics of cellular behaviour. However, when per-
forming in vivo live cell microscopy, the experimenter is
confronted with various obstacles.

a. Blurring by out-of-focus information
b. Optical aberrations / scattering
c. Toxicity of light

Different optical microscopy systems have been developed
to tackle these obstacles. Here, we want to want to provide
an overview about the most commonly used principles.

In order to get rid of out-of-focus information (a), all
setups presented here generate ‘optical sections’ through
the tissue.
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Confocal laser scanning microscope (Fig.3, left). The il-
lumination light is focussed on a single point through a
pinhole in the light path to the sample. During detection,
only emitted light that comes from the volume of the illu-
mination plane can pass through a second pinhole that is
in the light path to a detector. Light in the path above and
below the focal plane is blocked at the pinhole. To obtain
a multidimensional image, the sample is scanned in the
focal plane point by point in the x- and y-axis (also in the
z-axis for three-dimensional images).

Spinning disk confocal microscope (Fig. 3, second from
left). Different to the point scanning confocal microscope,
this system uses multiple pinholes localised on a disk that
rotates above the sample (spinning disk). This allows si-
multaneous illumination and detection of multiple points
in the focal plane, which are captured by a camera.

Two-photon microscope (Fig.3, second from right).
Here, excitation only occurs in the focal plane. Excitation
occurs by simultaneous absorption of two photons of a
higher wavelength when they have the same summed en-
ergy as single photon excitation (two-photon effect).

Lightsheet microscope (Fig. 3, right). In this system,
special lenses generate a thin lightsheet that is sent
through the entire focal plane. Detection occurs orthogo-
nally to the illumination plane.

Optical aberrations (b) in the tissue are directly related to
the wavelength used for illumination and detection. Gen-
erally: the higher the wavelength, the lower the scattering
and the deeper it can penetrate the tissue. For this reason,
illumination with infrared light used in two-photon mi-
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croscopy enables much deeper imaging than illumination
with visible light.

Regarding phototoxicity (c): the shorter the wave-
length used, the more energy it has and the more toxic
it is. Long wavelength illumination used in two-photon
microscopy preserves the sample better than visible light.
However, short illumination times as well as fast detection
with visible light also reduce phototoxicity and bleaching,
as it is the case in lightsheet and spinning disc confocal mi-
croscopy.

Lastly, the choice of the model organism has big im-
pact on the spatial and temporal resolution that can be
achieved. Young zebrafish are very small and thus almost
translucent, so that tissue penetration and scattering are
much less of an issue than with larger model organisms.
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Zusammenfassung: Mikrogliazellen sind die Hauptim-
munzellen des Gehirns. Laut jlingster Erkenntnisse sind
sie jedoch nicht nur fiir die Immunabwehr des Gehirns,
sondern auch fiir viele homdostatische Funktionen von
entscheidender Bedeutung. Zum Beispiel fiir die Entwick-
lung und Erhaltung neuronaler Netze, die Freisetzung
von Wachstumsfaktoren zur trophischen Unterstiitzung
umliegender Neurone, die Uberwachung und Modulation
der synaptischen Ubertragung, die Beseitigung von extra-
zelluldren Proteinablagerungen sowie die Reparatur von
Mikroschdden des Hirnparenchyms. Folglich wirken sich
altersbedingte Verdnderungen der Mikroglia-Funktion auf
viele Aspekte der Hirnphysiologie aus. In diesem Beitrag
mochte ich die physiologischen Eigenschaften der Mikro-
gliazellen im erwachsenen Sdugetiergehirn erdrtern und
die Verdnderungen dieser Eigenschaften wahrend des
gesunden Alterns sowie altersbedingten neurodegenera-
tiven Erkrankungen diskutieren. Anschlief3end sollen die
diesen Veranderungen zugrunde liegenden zelluldren/
molekularen Mechanismen erldutert werden. All diese
Daten liefern zusammen einen neuen konzeptionellen
Rahmen fiir die Betrachtung der Rolle der Mikrogliazellen
bei altersbedingter Dysfunktion des Gehirns.

Schliisselworter: Alzheimer-Erkrankung; Entziindung;
Makrophagen; Mikroglia-Seneszenz; Neuroglia.

*Korrespondenzautor: Olga Garaschuk, Physiologisches Institut,
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Einfiihrung

Mikrogliazellen, die residenten Immunzellen des zentra-
len Nervensystems (ZNS), stammen von primitiven Dotter-
sackmakrophagen ab, die vor der Bildung der Blut-Hirn-
Schranke ins Gehirn einwandern. Mikrogliazellen sind
aus der klassischen Sicht die Immunwéchter des Gehirns.

Im gesunden erwachsenen Gehirn sind die Ausldu-
fer der Mikrogliazellen stark verzweigt, wobei jede Zelle
ihr eigenes Territorium (sogenannte rdumliche Doméne)
bedeckt. Die Fortsdtze der Mikrogliazellen verteilen sich
relativ gleichméfig in ihrem gesamten Gebiet und sind
kontinuierlich in Bewegung (mit ein bis zwei Mikrometern
je Minute), wobei sie die Oberfldche aller zelluldren Ele-
mente in ihrer Umgebung abtasten. Unter Normalbedin-
gungen stehen Immunantworten von Mikrogliazellen un-
ter strenger Kontrolle von sogenannten OFF-Signalen, die
in der intakten Gehirn-Umgebung vorhanden sind (Biber
et al., 2007). Die molekularen Substrate der OFF-Signale
umfassen membrangebundene Immunglobuline (z.B.
CD200, TREM-2, Siglecs), herkbmmliche G-Protein-gekop-
pelte Sieben-Transmembrandoméinen-Rezeptoren (z.B.
CX3CR1), Rezeptoren fiir Neurotransmitter, Neurotrophine
und TGF-B (transformierender Wachstumsfaktor-f8), wel-
che die Anwesenheit des entsprechenden Ligandes iiber-
wachen etc. Einige von ihnen stellen Rezeptor-Ligand-
Paare dar, wobei von jedem Paar jeweils ein Teil selektiv
auf Neuronen und der andere Teil auf Mikrogliazellen
exprimiert wird. Bei anderen Paaren handelt es sich um
Mikrogliazellen-ansdssige Rezeptoren fiir Molekiile, die
wahrend physiologischer neuronaler Aktivitdt freigesetzt
werden. Gemeinsam iibermitteln die OFF-Signale die ,,al-
les-ist-gut“-Botschaft an Mikrogliazellen, indem sie eine
immunsuppressive Umgebung schaffen.

Das Auftreten von entweder Pathogen- (PAMPs) oder
schadigungsassoziierten molekularen Mustern (damage-
associated molecular patterns, DAMPs) in deren Umge-
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bung verursacht eine Aktivierung der Mikrogliazellen und
16st die Immunantwort dieser Zellen aus. DAMPs umfas-
sen auch neuronale schiadigungsassoziierte ON-Signale
(z.B. ATP und seine Derivate, RNA, DNA, hohe Konzen-
trationen an Neurotransmitter-Glutamat etc.). Dariiber
hinaus kann die Immunantwort von Mikrogliazellen auch
durch ein Ausbleiben der OFF-Signale ausgelost werden.
Aktivierte Mikrogliazellen verdndern ihre Morphologie in
Richtung des hypertrophen bzw. amoéboiden Phéanotyps,
verlieren ihre Territorialitat, wandern zur geschadigten
Stelle, vermehren sich, erh6ren die Expression von Ober-
flichenmolekiilen (z.B. Haupthistokompatibilitdtskom-
plex Klasse II Glykoprotein (MHC II)) und beginnen mit
der Freisetzung von Immunmediatoren, wie pro- oder
antiinflammatorischen Zytokinen sowie reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS). Dariiber hinaus kénnen sich Mikroglia-
zellen in hoch phagozytische Zellen verwandeln, die Zell-
triimmer, pathologische Proteinaggregate oder bakterielle
bzw. virale Pathogene entfernen. Analog zur Aktivierung
von T-Lymphozyten waren fiir Mikrogliazellen bisher zwei
unterschiedliche Aktivierungsphdnotypen definiert. Mit
M1-Phdnotyp bezeichnete man potenziell neurotoxische,
»klassisch aktivierte“ Mikrogliazellen, die entziindungs-
fordernde (proinflammatorische) Mediatoren (z. B. TNF-a,
IL-1B und IL-6, ROS, Stickstoffmonoxid usw.) freisetzen.
Als M2-Phanotyp wurden dagegen ,,alternativ aktivierte®,
neuroprotektive Mikrogliazellen bezeichnet, welche anti-
inflammatorische Mediatoren (z. B. IL-4 und IL-10, TGF-f)
sezernieren. Neuere Daten zeigen jedoch, dass Mikroglia-
zellen viele verschiedene Aktivierungszustdnde anneh-
men konnen, indem sie klassische Merkmale von M1- und
M2-Phédnotypen kombinieren (Hanisch und Kettenmann,
2007).

Im Laufe der letzten Jahre konnte gezeigt werden,
dass zusétzlich zu ihrer klassischen Rolle als die erste
und wichtigste Form der aktiven Immunabwehr des Ge-
hirns, Mikrogliazellen auch bei vielen ,,homdoostatischen*
Prozessen, welche die Entwicklung und Aufrechterhal-
tung funktioneller neuronaler Netze beeinflussen, eine
Schliisselrolle spielen. Prdnatal sind Mikrogliazellen fiir
die Kontrolle der Anzahl neuronaler Vorlduferzellen in
der Hirnrinde sowie fiir deren Verschwinden in spiten
Stadien der Neurogenese verantwortlich. Dariiber hinaus
tragen sie zur embryonalen Vernetzung des Vorderhirns
bei. Wahrend der friihen postnatalen Entwicklung betei-
ligen sich Mikrogliazellen sowohl an der Bildung als auch
an der Eliminierung von synaptischen Kontakten und
dendritischen Dornfortsédtzen, wiahrend sie im intakten,
reifen Gehirn das Niveau der synaptischen Aktivitdt mes-
sen, dynamisch mit Synapsen interagieren und zu einer
fortlaufenden strukturellen Plastizitdt der synaptischen
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Kontakte beitragen [siehe Zusammenfassung in (Wake et
al., 2013; Wu et al., 2015)]. Des Weiteren deuten jiingste
Ergebnisse darauf hin, dass Mikrogliazellen die Wirksam-
keit von synaptischen Verbindungen zwischen Neuronen,
unter bestimmten Umstdnden sogar durch physikalische
Trennung der pra- und postsynaptischen Elemente, be-
einflussen kénnen, und dass durch die Wechselwirkung
zwischen Neuronen und Mikrogliazellen die synaptische
Plastizitédt (d.h. die aktivititsabhidngige Modulation der
synaptischen Ubertragung) veridndert werden kann (Wu
et al., 2015).

Angesichts ihrer fundamentalen Bedeutung fiir die
Funktionsfahigkeit des Immun- und des Nervensystems
des Gehirns wird zunehmend deutlicher, dass die altersbe-
dingte Beeintrachtigung der Physiologie der Mikrogliazel-
len sehr wahrscheinlich nicht nur die Immunabwehr des
Gehirns, sondern auch wichtige kognitive Funktionen in
Bezug auf Motivation und Wachsamkeit sowie Lernen und
Gedéchtnisbildung beeinflusst. In dieser Ubersichtsarbeit
sollen die neuesten Daten zu funktionellen Eigenschaften
von Mikrogliazellen wahrend des normalen Alterns sowie
bei altersbedingten neurodegenerativen Erkrankungen
analysiert und mogliche Konsequenzen einer altersabhén-
gigen Dysfunktion dieser Zellen behandeln werden.

Normale Alterung der Mikrogliazel-
len: Reaktivitdt oder Seneszenz?

Wie oben bereits erwdhnt, besitzen Mikrogliazellen im ge-
sunden jungen ZNS eine typische verzweigte Morphologie.
Dariiber hinaus sind die raumlichen Domé&nen der Mikro-
gliazellen gleichméfig {iber das gesamte Hirnparenchym
verteilt und ermoéglichen dadurch eine anndhend kom-
plette rdumliche Abdeckung des Hirngewebes. Mit zuneh-
mendem Alter unterliegen Mikrogliazellen morphologi-
schen, physiologischen und molekularen Veranderungen,
die in der Gesamtheit den alternden mikroglialen Phano-
typ definieren (Abb. 1). Die Lange der Mikroglia-Fortsitze
reduziert sich mit fortschreitendem Alter und somit deckt
eine einzelne Zelle ein geringeres Gewebevolumen ab. Da-
riiber hinaus scheint die Anordnung und Gleichférmigkeit
der mikroglialen Doméne zu verfallen, wobei einerseits
grof3e Bereiche ohne mikrogliale Fortsdtze und anderer-
seits Bereiche mit aneinanderhdangenden Mikrogliazellen
entstehen. Dariiber hinaus weisen gealterte Mikrogliazel-
len ein zunehmendes Soma-Volumen, eine abnehmende
Komplexitdt bzw. Zirkularitdt des Verzweigungsmusters
ihrer Fortsatze (Abb. 1) und eine steigende Anzahl von Zel-
len in einigen, jedoch nicht in allen untersuchten Hirnre-
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Abb. 1: Unterschiede in morphologischen und funktionellen Eigenschaften zwischen erwachsenen und alten Mikrogliazellen.

Obere Reihe: Maximumintensitdtsprojektionen von in vivo aufgenommenen Bildreihen der Schicht 2/3 des frontalen bzw. motorischen
Kortex von 5 Monate alten (linkes Bild; 30-68 pm Tiefe, Schritt 1 pm) und 18 Monate alten (rechtes Bild, 9-47 pm Tiefe; Schritt 1 pm)
CX3CR1*/GFP-Mé&usen. Die Aufnahmen wurden bei dhnlichen Beleuchtungsbedingungen durchgefiihrt, die Blutgefafie wurden durch eine
i.p. Injektion des roten Fluoreszenzfarbstoffes Sulforhodamin B markiert. Weif3e Pfeile zeigen grof3e Lipofuszingranula in Mikrogliazellen
an. Untere Reihe: Eine schematische Darstellung von erwachsenen (links) und alten (rechts) Mikrogliazellen, zusammen mit einer Liste von
morphologischen und funktionellen Eigenschaften, die sich im Laufe der Alterung verdndern (siehe Text fiir weitere Einzelheiten). Farbige

Pfeile zeigen die Richtung der Veranderung.

gionen bzw. Mausestammen auf. Diese morphologischen
Verdanderungen treten zusammen mit einer Abnahme der
Basismotilitdt von mikroglialen Fortsdtzen und einer lang-
sameren gerichteten Fortsatzbewegung auf eine Lisions-
stelle hin auf. In Gehirnen dlterer Menschen zeigen einige
Mikrogliazellen eine dystrophische Morphologie, in de-
nen einige mikrogliale Fortsdtze deramifiziert erscheinen,
wobei die iibrigen Fortsdtze eine erh6hte Gewundenheit

und eine zytoplasmatische Fragmentierung aufweisen
(Streit, 2006).

Ein weiteres typisches Merkmal von gealterten Mik-
rogliazellen ist die Anhdufung von grofien Einschliissen
(Abb. 1), sogenannten Lipofuszingranula, die ein ,,Abnut-
zungspigment” — das Lipofuszin — enthalten. Wie kiirzlich
gezeigt wurde, enthalten mikrogliale Lipofuszingranula
neben grof3en Mengen an Lipiden, Zuckern und Metallen
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auch Myelin-Fragmente. Genetische Manipulationen, die
den lysosomalen Abbau oder die Langzeitstabilitdt des
Myelins beeintrachtigten, verstarkten die Anhdufung die-
ser nicht abbaubaren lysosomalen Aggregate in erwachse-
nen, nicht gealterten Mikrogliazellen, und parallel dazu
auch die Anhdufung von morphologischen und moleku-
laren Zeichen der mikroglialen Seneszenz. Diese Daten
deuten darauf hin, dass eine mikrogliale Seneszenz zum
Teil durch die Uberlastung der Stoffabbauwege verursacht
wird.

Aus molekularer Sicht geht die Alterung eines Orga-
nismus mit einer tiefgreifenden Verdnderung der Expres-
sionsmuster von Mikroglia-Genen einher (Wong, 2013).
So zeigen gealterte Mikrogliazellen eine erhéhte mRNA-
Expression von pro- (TNF-a, IL-1B, IL-6) und antiinflamm-
atorischen (IL-10, TGF-B) Zytokinen, im Einklang mit der
Erkenntnis, dass eine andauernde geringgradige Aktivie-
rung des Immunsystems ein typisches Merkmal der kog-
nitiv normalen Gehirnalterung ist (von Bernhardi et al.,
2010). Tatsdchlich fand man heraus, dass die Alterung
sowohl von Nagetieren als auch von Menschen mit einer
verstdrkten Expression von Immunsystem- bzw. entziin-
dungsrelevanten Genen einhergeht (von Bernhardi et al.,
2010). Dies ermoglichte Franceschi und seinen Kollegen
einen neuen Begriff zu pragen, welcher den chronischen
proinflammatorischen Zustand des gealterten Organismus
als ,, Inflammaging“ beschreibt (Franceschi et al., 2007).

Im Gehirn wird ,, Inflammaging*“ vor allem {iber chro-
nisch erhohte Expression von proinflammatorischen
(TNF-a, IL-1B und IL-18) bzw. modulatorischen (z. B. TGF-f)

Zytokinen, einer Hochregulation des Expressionsni-
veaus von Caspase-1 (ein fiir die Produktion von L-1 und
IL-18 verantwortliches Enzym), MHC II, Komplementre-
zeptor 3 (CD11b), sowie einer Herunterregulation von anti-
inflammatorischen Genen wie IL-10, IL-4 oder einen im Ge-
hirn gebildeten Nervenwachstumsfaktor (BDNF) definiert
(von Bernhardi et al., 2010; Norden and Godbout, 2013).
Da das Immunsystem des Gehirns hauptsachlich aus Mi-
krogliazellen besteht, dachte man, dass Mikrogliazellen
den oben beschriebenen proinflammatorischen Zustand
des alternden Gehirns vermitteln. Eine neuere Studie, die
sich speziell mit den altersabhdngigen Verdnderungen
des Genexpressionsmusters von Mikrogliazellen mittels
direkter mRNA-Sequenzierung (ohne Amplifikation oder
cDNA-Synthese) beschiftigte, zeigte jedoch, dass in al-
ternden Mikrogliazellen mehrere proinflammatorische
oder neurotoxische Pfade herunter- und neuroprotektive
Pfade scheinbar hochreguliert wurden. So wurden in ge-
alterten Mikrogliazellen 24 von 37 Markern des ,,alternativ
aktivierten,, M2-Phdnotyps im Gegensatz zu 5 von 12 Mar-
kern des potenziell neurotoxischen M1-Phanotyps signifi-
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kant hochreguliert. Dariiber hinaus entdeckten die Auto-
ren eine bedeutende Verdnderung im Expressionsmuster
von Genen, die fiir die Wahrnehmung der mikroglialen
Umgebung wichtig sind. Gentranskripte, die mit der Er-
kennung endogener Liganden (z. B. Neurotransmitter) as-
soziiert sind, schienen herunterreguliert worden zu sein,
wahrend diejenigen, die an der Erkennung von Erregern
und der Neuroprotektion beteiligt sind, sind hochreguliert
worden. Bei den Genen, die an der Phagozytose beteiligt
sind wie z.B. CD11b, CD14, CD68 und ICAM-Gene, gab es
laut Autoren wenig Verdnderungen, was vermuten lief3,
dass alternde Mikrogliazellen ihre phagozytische Fahig-
keit u.U. bewahren kdnnen. Die Autoren schlossen dar-
aus, dass die Fahigkeit der Mikrogliazellen gegen infektio-
se Pathogene vorzugehen beim Altern erhalten bleibt, die
Zellen versuchen jedoch die Aktivierung durch endogene
Reize abzuschwdchen um im chronisch proinflammatori-
schen Milieu nicht standig aktiviert sein zu miissen.

Es muss dennoch erwdhnt werden, dass die beobach-
tete Herunter- bzw. Hochregulierung unterschiedlicher an
der Liganden-Erkennung beteiligter Gene eine Verdnde-
rung des subtilen Gleichgewichtes zwischen den ON und
OFF-Signalen verursacht. Gentranskripte, die fiir klassi-
sche mikrogliale OFF Molekiile wie TREM-2, DAP12, Sig-
lecs, CD200R kodieren, nehmen mit zunehmendem Alter
ab (Abb. 2), parallel zu der Abnahme der entsprechenden
neuronalen Transkripte fiir z. B. CD200, CX3CL1 (Fraktal-
kin)). Gleichzeitig wirkt sich der Alterungsprozess unter-
schiedlich auf die Expression von purinergen Rezeptoren
(ATP z.B. ist ein klassisches ON-Signal) aus (Abb. 2). Die
Anzahl der Transkripte fiir P2X4 steigt wahrend die fiir
P2X7, P2Y12 und P2Y13 Rezeptoren abnimmt.

Zusammenfassend betrachtet befinden sich Mikrogliazel-
len im alternden Gehirn, im Vergleich zu Zellen im jungen
erwachsenen Gehirn, in einem anderen Lebensumfeld. Sie
leben in einer milden proinflammatorischen Umgebung
mit veranderter Verteilung von ON und OFF-Signalen. Da-
her ist es nicht iiberraschend, dass viele morphologische
und biochemische Eigenschaften von alternden Mikrog-
liazellen einen aktivierten Phanotyp aufweisen. Wahrend
die klassische Literatur das neurotoxische Potenzial von
alternden Mikrogliazellen betont, lassen einige neuere
Studien vermuten, dass Mikrogliazellen versuchen, sich
an die verdnderten Lebensumstdnde anzupassen indem
sie ihr neuroprotektives Potenzial hochregulieren.
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Abb. 2: Molekulare Verdanderungen in den alternden Mikrogliazellen. Alterung der Mikrogliazellen geht mit Verdnderungen im Expressions-
muster von OFF-Signalen (z. B. TREM-2, DAP12, CD200R/CD200, Siglec-h, CX3CR1/Fraktalkin), purinergen Rezeptoren (P2Y12, P2Y13, P2X4,
P2X7), MHC Il sowie mit einer Erh6hung der intrazelluldren Kalziumsignalgebung einher. Letztere verursacht die Aktivierung von kalzium-

empfindlichen Signalkaskaden.

Wie beeinflusst die Alterung der
Mikrogliazellen ihre homdostati-
schen Funktionen?

Der Beitrag der Mikrogliazellen zur Aufrechterhaltung der
Hirnhomoostase umfasst (i) die trophische Unterstiitzung
der umgebenden Neurone, (ii) die Uberwachung und Mo-
dulation der synaptischen Aktivitit, (iii) die Phagozytose
sich ansammelnder extrazelluldrer Zelltriimmer und (iv)
die Reparatur von Mikroschdden des Hirnparenchyms.
Die trophischen Faktoren, die durch Mikrogliazellen frei-
gesetzt werden, umfassen BDNF, der neuronales Wachs-
tum, Differenzierung, Uberleben und lernabhingige
Entstehung von Synapsen fordert, sowie TNF-a, welcher
die Neuroprotektion wadhrend der zerebralen Ischdamie
mitunterstiitzt. Dariiber hinaus spielt der von den Mikro-
gliazellen stammende TNF-a bei der Kontrolle der Gluta-

matfreisetzung aus Astrozyten eine wichtige Rolle. Somit
reguliert er direkt die neuronale Feuerrate sowie die durch
Glutamat hervorgerufene Neurotoxizitat. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass die Kontakte zwischen mikroglialen
Fortsdtzen und neuronalen Somata sowohl die spontane
als auch die durch duf3ere Reize evozierte neuronale Ak-
tivitat verringern.

Wie bereits oben erwdhnt, geht die Alterung von Mik-
rogliazellen mit einer Abnahme der Expression der BDNF-
Gentranskripte und vermutlich auch der Freisetzung von
BDNF, einer Erth6hung des TNF-a im Gehirngewebe und
einer verminderten Beweglichkeit von Mikroglia-Fortsat-
zen einher (von Bernhardi et al., 2010; Wong, 2013), was
insgesamt eine verminderte Neuroprotektion und erhéhte
extrazelluldre Glutamatkonzentration im Hirnparenchym
zur Folge hat. Dies verstarkt die Aktivitdt von alternden
Neuronen und férdert eine durch Glutamat hervorgerufe-
ne Neurotoxizitat.
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Die langsamere, weniger effiziente Bewegung der mi-
kroglialen Fortsdtze zu einer Lasionsstelle hin verringert
die Fdahigkeit von Mikrogliazellen kleine Hirnschdden, die
beispielsweise durch Rupturen von winzigen Blutgefdfien
oder kleinen ischdmischen Ereignissen verursacht wer-
den, zu begrenzen. Dariiber hinaus sind diese Mikroscha-
den die wahrscheinlichste Ursache fiir die verstarkte
»spontane“ Kalziumsignalgebung der alternden Mikrog-
liazellen (Brawek et al., 2014). Die erhohte intrazellulire
Kalziumkonzentration wiederum kann viele kalziumab-
hingige Prozesse, wie die Herstellung und Freisetzung
von proinflammatorischen Zytokinen IL-1p und IL-18 bzw.
Stickstoffmonoxid aktivieren, was zu Verdnderungen in
der synaptischen Ubertragung und Plastizitt fiihrt.

Als spezialisierte Hirnmakrophagen, akkumulieren
alternde Mikrogliazellen grofle Mengen an Lipofuszin-
Granula (Abb.1) sowie andere Arten von Einschliissen.
Diese scheinen nahezu vollstdndig mit Zellschutt gefiillt
zu sein. Dieser Zustand ist wahrscheinlich eine Nebenfol-
ge von lebenslangen phagozytischen Aktivitdten dieser
Zellen (im griechischen bedeutet ,,Makrophage“ wortlich
»grofler Esser“) und weist auf eine moégliche Erschdpfung
ihrer phagozytischen Fahigkeiten hin (Streit, 2006). Darii-
ber hinaus ist bekannt, dass die Expression von TREM-2 —
einem mikroglialen Rezeptor, der die Phagozytose ankur-
belt — im fortgeschrittenen Alter herunterreguliert wird
(Abb. 2).

Folglich deuten immer mehr Beweise darauf hin, dass
mit zunehmendem Alter alle homdostatischen Funktio-
nen von Mikrogliazellen verandert bzw. beeintrachtigt
werden.

Wie beeinflusst das Altern der
Mikroglia die Imnmunabwehr des
Gehirns?

Als Hauptimmunzellen des Gehirns reagieren Mikroglia-
zellen auf akute Verletzungen, Infektionen oder Krank-
heiten mit einer biphasischen Antwort, beginnend mit ei-
ner schnellen, proinflammatorischen Aktivierungsphase
gefolgt von der langsameren antiinflammatorischen und
neuroprotektiven Gewebereparaturphase, die wahrend
der Entziindungsauflésung auftritt. Das richtige Timing
beider Phasen ist einerseits fiir die effiziente Reaktion auf
Verletzungen und Infektionen und andererseits fiir den
Schutz des Hirnparenchyms vor Mikroglia-induzierten
Schiden notwendig (Wong, 2013). Die sich anhidufenden
Beweise deuten darauf hin, dass alternde Mikrogliazel-
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len iibertriebene proinflammatorische Reaktionen auf
sowohl periphere als auch zentrale Entziindungen gene-
rieren (Norden und Godbout, 2013; Wong, 2013). In einem
alternden Organismus bewirkt beispielweise die periphe-
re Injektion des bakteriellen Zellwandbestandteiles LPS
eine langanhaltende und iibertriebene Immunantwort im
Gehirn, die mit einer Hochregulierung der Gentranskrip-
te fiir IL-1B, IL- 6 und TNF-a gefolgt von einer Erh6hung
der Konzentration entsprechender proinflammatorischen
Zytokine einhergeht. Die mRNA-Expression von IL-1f und
TNF-a bleibt bis zu 72 Stunden lang nach LPS-Injektion
erhoht — viel ldnger als im adulten Gehirn (bis zu 24 Stun-
den). Die lang anhaltende Entziindungsreaktion im Ge-
hirn korrelierte gut mit der verlangerten LPS-induzierten
Verhaltensstorung von alternden Versuchstieren, was eine
Verringerung des Appetits und einen depressiven Riickzug
aus normalen sozialen Aktivitdten zur Folge hatte (Norden
und Godbout, 2013). Alternde Tiere wiesen iibertriebene
Immunreaktionen auch auf andere Stressfaktoren wie ha-
morrhagische Schlaganfille, Verletzungen, Neurotoxine
oder Traumata auf (Wong, 2013). Dieser partielle Kontroll-
verlust {iber das angeborene Immunsystem des Gehirns
konnte zu einer langeren Beeintrachtigung der Gehirn-
funktion, des Gedachtnisses und der Kognition und im
Extremfall auch zur Neurodegeneration fiihren.

Mikrogliazellen und altersbedingte
neurodegenerative Erkrankungen

Neurodegenerative Erkrankungen, einschliefllich Alz-
heimer-, Parkinson- und die Huntington-Krankheit, sind
unheilbare Krankheiten, die eine fortschreitende funkti-
onelle Beeintrachtigung, Degeneration und den Tod neu-
ronaler Zellen zur Folge haben. Obwohl jede der neurode-
generativen Erkrankungen eine eigene Atiologie aufweist,
entstehen viele von ihnen im fortgeschrittenen Alter und
gehen mit anomalen Proteinablagerungen im Gehirn (so-
genannter Amyloidose) einher. Aufgrund der weltweiten
Alterung der Bevolkerung (Zahl der Menschen ilter als
65 Jahre wird sich voraussichtlich in den néchsten 15-20
Jahren verdoppeln, und der Anteil der dltesten Alten (85+)
wird von derzeit 7% auf 12% der Bevolkerung ansteigen),
stellen diese Krankheiten grofle Herausforderungen fiir
die offentlichen Gesundheitssysteme auf der ganzen Welt
dar. Zum Beispiel sind von der Demenz, unter der die Alz-
heimer-Krankheit (AD) die vorherrschende Form ist, mehr
als 25 Millionen Menschen weltweit betroffen. Die Haupt-
merkmale der AD umfassen intrazelluldire Ansammlungen
von hyperphosphoryliertem Mikrotubuli-assoziiertem Pro-
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tein Tau, die Akkumulation von Amyloid-p-Ablagerungen
im Hirnparenchym, den Verlust von Synapsen und eine
progressive Beeintrachtigung der neuronalen Funktion,
was schliellich zum Tod vieler Nervenzellen fiihrt.

Neuere genomweite Assoziationsstudien haben viele
Gene als AD-Risikofaktoren identifiziert, die mit den Mi-
krogliazellen bzw. der Immunantwort zusammenhédngen.
Das Risiko, das mit einer spezifischen Mutation in dem
fiir das TREM2-Protein kodierenden Gen assoziiert ist, ist
z.B. so hoch wie jenes, welches mit dem €4-Allel des Apo-
lipoprotein E assoziiert ist. Der Letztere war bekanntlich
bis vor Kurzem der einzige bekannte genetische Risiko-
faktor fiir die sporadische Form der Alzheimer-Krankheit.
Gleichzeitig wurde jedoch berichtet, dass der Unterschied
in der Expression Immunsystem-relevanter Gene im Ge-
hirn von jungen und alten gesunden Probanden viel gro-
er ist als der zwischen Hirnen von gesunden Probanden
und AD-Patienten gleichen Alters. Diese Ergebnisse deu-
ten darauf hin, dass die altersbedingte milde chronische
Entziindung und speziell die erhdhte Reaktivitdt der ge-
alterten Mikrogliazellen die Entwicklung von AD foérdern
kénnten. Einer der méglichen Mechanismen der entziin-
dungsvermittelten Entstehung der Alzheimer-Krankheit
wurde vor Kurzem von der Beth-Stevens-Arbeitsgruppe
entdeckt. Es konnte gezeigt werden, dass die klassischen
Komplementsystem-vermittelten Mechanismen der Be-
seitigung von Synapsen, die in der frithen postnatalen
Entwicklung iiberschiissige Synapsen eliminieren, durch
Amyloid-Ansammlungen reaktiviert werden und eine Mi-
kroglia-vermittelte Zerstorung der Synapsen im Laufe der
Alzheimer-Krankheit verursachen.

Sowohl beim Menschen als auch bei Mausmodellen
der Erkrankung weisen Mikrogliazellen, insbesondere
diejenigen, die sich in unmittelbarer Nahe der Amyloid-
B-Ansammlungen (sogenannte senile Plaques) befinden,
eine aktivierte Morphologie [siehe beispielsweise Abb.1
in (Brawek et al., 2014)] und eine erhdhte Expression der
proinflammatorischen Marker wie MHC II und CD68 auf.
Dariiber hinaus zeigen Plaque-assoziierte Mikrogliazellen
eine dramatische funktionelle Beeintrachtigung: (i) mehr
als 80% der Zellen sind ,hyperaktiv® in Bezug auf ihre
spontane Kalzium-Signalgebung (Brawek et al., 2014); (ii)
die Zellen zeigen eine verminderte phagozytotische Ak-
tivitdt und (iii) beeintrdchtigte Reaktionen auf Zell- bzw.
Gewebeschdden in ihrer Nachbarschaft, wodurch das
umgebende Gewebe nicht ausreichend geschiitzt wird.
Zu beachten ist, dass TREM2 und CD33, die kiirzlich als
AD-Risiko-Gene identifiziert wurden, an der mikroglialen
Phagozytose beteiligt sind. Wahrend die letztgenannten
Befunde auf eine Amyloid-induzierte Seneszenz der Mik-
rogliazellen hindeuten, weist eine iibertriebene Kalzium-
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Signalgebung auf die erh6hte Reaktivitdt der Plaque-asso-
ziierten Mikrogliazellen hin. Wie bereits oben im Kontext
des normalen Alterns der Mikroglia erwahnt, kann die
erhOhte intrazelluldre Kalziumkonzentration die Herstel-
lung und Freisetzung von proinflammatorischen Zytoki-
nen IL-1B und IL-18 iiber den Caspase-l-vermittelten Weg
hervorrufen. Ebenso bewirkt sie die Freisetzung von Stick-
stoffmonoxid sowie die Aktivierung der kalziumabh&ngi-
gen Proteinphosphatase Calcineurin, welche die Zytokin-
Expression durch Aktivierung des NFAT (nuclear factor of
activated T-cells) hochreguliert (Sama und Norris, 2013).
Interessanterweise benétigt ein NLRP3-Inflammasom, ein
Caspase 1 aktivierender Multiprotein-Komplex, erhéhte
intrazelluldre Kalziumpegel auch fiir die eigene Aktivie-
rung. Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist bei
Menschen sowie Mdusen mit AD besonders hoch. Dariiber
hinaus reduziert die Deletion des NLPR3-Inflammasom
codierenden Genes die Plaque-Belastung bei AD-Madusen
und schiitzt sie vor dem Verlust des raumlichen Gedacht-
nisses.

Obwohl die Tatsache, dass die Amyloid-Ablagerungen
innerhalb des AD-Gehirns die Aktivierung von Gliazellen
hervorrufen, seit der Pionierarbeit von Alois Alzheimer
bekannt ist, wurden die aktivierten Mikrogliazellen bis vor
Kurzem als eine Spatfolge der Amyloidose betrachtet, als
eine Nebenerscheinung, welche die fortlaufende Patho-
logie entweder ein wenig verstédrkt, oder es nicht schafft,
mit ihr fertig zu werden. Erst vor Kurzem wurde klar, dass
die altersbedingte Dysfunktion der Mikrogliazellen fiir die
altersabhédngige Akkumulation von Amyloiden in erster
Linie entscheidend sein kann (Abb. 3).

Die anhaltende geringgradige Entziindung innerhalb
des alternden Gehirns und die dadurch bedingte Dysfunk-
tion der Mikroglia fiihren zur verminderten Beweglichkeit
der mikroglialen Fortsdtze sowie zur Beeintrdchtigung
der Phagozytosefdahigkeit durch Sattigung der Substanz-
abbaumechanismen. Unter diesen Bedingungen kdnnen
natiirlich vorkommende Amyloide von Mikrogliazellen
nicht effizient entdeckt und eliminiert werden, weswe-
gen sie sich im Hirnparenchym ansammeln und dadurch
wiederum eine verstdrkte Dysfunktion von Mikrogliazel-
len verursachen. Diese Amyloid-induzierte Dysfunktion
beschleunigt die Alterung von Mikrogliazellen, 16st eine
Komplementsystem-abhdangige Synapseneliminierung
hervor und verstarkt die Beeintrachtigung der intrazellu-
laren Kalzium-Homdoostase in Mikrogliazellen. Letzteres
steigert die Produktion von proinflammatorischen Zyto-
kinen (z. B. TNF-a und IL-B) iiber verschiedene kalzium-
abhingige Wege (z.B. Aktivierung von Caspase-1, Calci-
neurin oder NFkB). Die proinflammatorischen Zytokine
verstarken einerseits Entziindung im alternden Gehirn
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Abb. 3: Flussdiagramm der entziindungsbasierten Hypothese der Entwicklung von neurodegenerativen Erkrankungen (Einzelheiten im Text).

und schlieflen so den Teufelskreis der entziindungsbe-
dingten Hirnalterung. Andererseits verursachen sie die
Hyperaktivitit der Kalziumsignalgebung in Neuronen
und Astrozyten (Brawek und Garaschuk, 2014), was die
Amyloid-induzierte Dysfunktion neuronaler Netze ver-
schlimmert (Abb.3). Obwohl diese Hypothese noch ei-
nen strengen experimentellen Nachweis erfordert, stellt

ihre Plausibilitdt Mikrogliazellen und die geringgradige
andauernde Entziindung des alternden Gehirns ins Zen-
trum von AD-férdernden pathologischen Ereignissen und
ermoglicht es, die Alzheimer-Krankheit, aber vielleicht
auch andere neurodegenerative Erkrankungen, als direkte
Folge der altersbedingten Dysfunktion des Immunsystems
des Gehirns zu betrachten.
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Glossar

TREM-2 (triggering receptor expressed on myeloid cells 2), ein
Immunglobulin, das Entziindungsreaktionen in Makrophagen
hemmt. Im Gehirn wird TREM-2 ausschlie8lich von Mikrog-
liazellen exprimiert.

DAP12 (DNAX-activating protein 12 kDa), ein von TREM-2
verwendetes Adaptermolekiil zur intrazellularen Signaliiber-
tragung.

Siglecs (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins), an
Sialinsdure bindende Immunglobuline. Unter physiologischen
Bedingungen scheint die Erkennung von Sialinsduren auf der
neuronalen Glykokalyx die zelluldre Integritdt zu signalisieren
und damit die Aktivierung von Mikrogliazellen zu hemmen.

CX3CL1 (CX3C-Ligand, Fraktalkin), ein Zytokin, das an der Adhdsion
und Migration von Leukozyten beteiligt ist.

CX3CR1 (CX3C-Chemokin-Rezeptor 1), Rezeptor fiir das Chemokin
Fraktalkin.

MHC Il (Haupthistokompatibilitatskomplex 1), ein Oberflachen-
protein, das normalerweise nur auf Antigen-prasentierenden
Zellen zu finden ist.

ROS (reaktive Sauerstoffspezies), reaktive chemische Spezies, die
Sauerstoff enthalten. Unter physiologischen Bedingungen sind
ROS an der Zell-Signalgebung und der Homdostase beteiligt,
in hohen Konzentrationen verursachen sie Zellschdaden durch
oxidativen Stress.

BDNF (brain-derived neurotrophic factor), ein Wachstumsfaktor, der
fiir die neuronale Differenzierung und fiir das Uberleben der
Nervenzellen wichtig ist.

NFkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), ein ubiquitarer Transkriptionsfaktor, der an zelluldren
Reaktionen auf Stress, Zytokine, freie Radikale, Schwermetalle,
Ultraviolett-Bestrahlung und bakterielle oder virale Pathogene
beteiligt ist.

TNF-a (Tumornekrosefaktor a) eines der wichtigsten proinflammato-
rischen Zytokine, die durch aktivierte Makrophagen produziert
werden.

TGF-B (transformierender Wachstumsfaktor ) ein immunsup-
pressives Zytokin, das von vielen Zelltypen einschliefilich
Makrophagen sezerniert wird.

IL-1B (Interleukin-1pB), eines der wichtigsten proinflammatorischen
Zytokine. IL-1B ist an vielen Vorgdngen, einschlief3lich der
Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose, entziindlicher
Schmerziiberempfindlichkeit etc. beteiligt.
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IL-6 (Interleukin 6), ein proinflammatorisches Zytokin, das durch
Makrophagen und T-Zellen sezerniert wird. IL-6 ist ein wichtiger
Ausloser der Korpertemperaturerhéhung (Fieber) und der
Akute-Phase-Reaktion.

IL-4 (Interleukin 4), ein entziindungshemmendes Zytokin, das eine
wichtige Rolle bei der Wundreparatur spielt.

IL-10 (Interleukin 10), ein entziindungshemmendes Zytokin, das
LPS-vermittelte Induktion von proinflammatorischen Zytokinen
hemmt.

CD11b (cluster of differentiation molecule 11b), ein von vielen
Leukozyten einschlieBlich Monozyten, Granulozyten,
Makrophagen und natiirlichen Killerzellen exprimiertes
Oberflachenmolekil. Unter entziindlichen Bedingungen
reguliert es die Chemotaxis, die Leukozytenadhdsion, die
zellvermittelte Zytotoxizitdt sowie die Phagozytose.

CD14 (cluster of differentiation molecule 14), ein Oberflachen-
molekiil, das hauptsachlich in Makrophagen exprimiert wird
und als Co-Rezeptor fiir die Erkennung von LPS dient.

CD68 (cluster of differentiation molecule 68), ein Glykoprotein, das
in lysosomalen und Oberflichenmembranen myeloider Zellen
vorkommt. CD68 ist ein Marker fiir die Phagozytose-Fahigkeit
der Zelle.

CD33 oder Siglec-3 (sialic acid binding Ig-like lectin 3), ein
Sialinsdure-Rezeptor, der auf myeloiden Zellen exprimiert wird.

ICAMs (intercellular adhesion molecules), Immunglobuline, die
kontinuierlich in niedrigen Konzentrationen in den Membranen
von Leukozyten vorliegen.

CD200 (cluster of differentiation molecule 200), ein Immunglobulin,
das die Aktivitdt myeloider Zellen hemmt.

CD200R, Rezeptor fiir CD200. Im ZNS exprimieren Mikrogliazellen
CD200R, wahrend CD200 auf der Membran von Neuronen
und Astrozyten exprimiert wird. Zusammen hemmt dieses
Ligand-Rezeptor-Paar Entziindungsreaktionen der Mikrog-
liazellen.

LPS (Lipopolysaccharide), ein Bestandteil der bakteriellen
Zellwand von Gram-negativen Bakterien, der eine angeborene
Immunantwort hervorruft.

ApoE (Apolipoprotein E), eine Klasse von Apolipoproteinen. Fasst
Proteine zusammen, die Lipoproteine, fettlosliche Vitamine
und Cholesterin transportieren.
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Abstract: Microglia are the main immune cells of the brain
contributing, however, not only to brain’s immune de-
fense but also to many basic housekeeping functions such
as development and maintenance of functional neural
networks, provision of trophic support for surrounding
neurons, monitoring and modulating the levels of synap-
tic activity, cleaning of accumulating extracellular debris
and repairing microdamages of the brain parenchyma. As
a consequence, age-related alterations in microglial func-
tion likely have a manifold impact on brain’s physiology.
In this review, I discuss the recent data about physiologi-
cal properties of microglia in the adult mammalian brain;
changes observed in the brain innate immune system
during healthy aging and the probable biological mech-
anisms responsible for them as well as changes occurring
in humans and mice during age-related neurodegenera-
tive disorders along with underlying cellular/molecular
mechanisms. Together these data provide a new concep-
tual framework for thinking about the role of microglia in
the context of age-mediated brain dysfunction.

Keywords: Alzheimer’s disease; inflammaging; macro-
phage; microglial senescence; neuroglia.

Introduction

Microglia, the resident innate immune cells of the central
nervous system (CNS), are derived from primitive yolk
sac macrophages, which colonize the brain before the
blood-brain-barrier is formed (Ginhoux et al., 2010; Zhao
et al., 2015). Microglial cells were classically seen as im-
mune sentinels within the brain. In the healthy adult brain
these cells are highly ramified with each cell covering its
own territory (so called spatial domain). The processes of
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microglia are spread relatively uniformly throughout this
territory and move continuously, thereby sampling the
surface of all the surrounding cellular elements (Davalos
et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005). Under healthy con-
ditions immune responses of microglia are under the tight
control of so-called OFF signals, which are constitutively
present in the intact brain microenvironment (Biber et al.,
2007). The molecular substrates of the OFF signals com-
prise membrane-bound immunoglobulins (e.g. CD200,
TREM-2, Siglecs), conventional G-protein-coupled sev-
en-transmembrane receptors (e. g. CX3CR1), receptors for
neurotransmitters, neurotrophins, and TGF-f (transform-
ing growth factor-p) interacting with the respective ligand,
etc. Some of them represent receptor-ligand pairs with one
of the two being selectively expressed on neurons and the
other on microglia, whereas the others are microglia-lo-
cated receptors for molecules released during physiologi-
cal neuronal activity. Collectively OFF signals convey the
“everything is good” message to microglia by creating an
immunosuppressive environment.

The appearance of either pathogen- (PAMPs) or dam-
age-associated molecular patterns (DAMPs) in microglial
microenvironment causes activation of microglia and trig-
gers microglia’s immune response. DAMPs also comprise
neuronal damage-associated ON signals (e.g. ATP and
its derivatives, RNA, DNA, high concentrations of neu-
rotransmitter glutamate, etc.). In addition, microglia’s im-
mune response can also be triggered by disruption of the
OFF signaling. Activated microglia change their morphol-
ogy towards an hypertrophic or amoeboid phenotype, lose
their territoriality, proliferate, migrate to the site of injury,
upregulate the expression of surface molecules (e. g. major
histocompatibility complex type II glycoprotein (MHCII))
and start releasing immune mediators such as pro- or anti-
inflammatory cytokines as well as reactive oxygen species
(ROS). Moreover, microglial cells may transform into high-
ly phagocytic cells removing cell debris, pathological pro-
tein aggregates or bacterial/viral pathogens. In analogy to
activation of T lymphocytes, microglia were proposed to
adopt two different activation phenotypes with M1 phe-
notype referring to potentially neurotoxic, “classically ac-
tivated” microglia releasing pro-inflammatory mediators
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(e.g. tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin-1p (IL-
1B), and interleukin-6 (IL-6), ROS, nitric oxide, etc.) and
M2 phenotype referring to “alternatively activated”, neu-
roprotective microglia releasing anti-inflammatory medi-
ators (e. g. interleukin-4 (IL-4) and interleukin-10 (IL-10),
TGF-B). However, many recent experiments have refuted
this hypothesis by showing that microglia can adopt many
different activation states combining classical features of
M1 as well as M2 phenotypes (Hanisch and Kettenmann,
2007).

In addition to their classical role as the first and main
form of brain’s active immune defense, microglia were
recently shown to play a key role in many “homeostatic”
processes impacting the development and maintenance
of functional neural networks. Prenatally, microglia are
responsible for controlling the number of neural precur-
sor cells in the cerebral cortex as well as their disappear-
ance during late stages of neurogenesis (Cunningham et
al., 2013) and contribute to the embryonic wiring of the
forebrain (Squarzoni et al., 2014). During early postnatal
development microglia are involved both in formation (Mi-
yamoto et al., 2016) and elimination (Paolicelli et al., 2011;
Schafer et al., 2012) of synaptic contacts and dendritic
spines, whereas in the intact mature brain microglia mon-
itor the level of synaptic activity, dynamically interact with
synapses and contribute to ongoing structural plasticity
of synaptic contacts (for a review see (Wake et al., 2013;
Wu et al., 2015)). Moreover, recent data suggest that mi-
croglia can influence the efficacy of synaptic connections
between neurons, under some circumstances even via
physical separation of the pre- and postsynaptic elements,
and that interaction between neurons and microglia mod-
ify synaptic plasticity (i.e. activity-dependent modulation
of synaptic strength) (Parkhurst et al., 2013; Chen et al.,
2014; Wu et al., 2015).

Given the fundamental role of microglia within the
framework of both immune and neural systems, it is be-
coming increasingly clear that age-related impairment
of microglial physiology is very likely to impact not only
brain’s immune defense but also its key cognitive func-
tions related to motivation, vigilance as well as learning
and memory formation. This review aims to summarize
recent findings about functional properties of microglia
during normal aging as well as in conditions of age-related
neurodegenerative diseases and to discuss potential con-
sequences of age-dependent microglial dysfunction.
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Normal aging of microglia: reactiv-
ity or senescence?

As already outlined above, in the healthy young CNS mi-
croglia have a typical ramified morphology and microg-
lia’s spatial domains are evenly distributed throughout the
entire brain parenchyma, thus providing efficient spatial
coverage of the brain tissue. With aging, microglial cells
undergo morphological, physiological, and molecular
changes defining the senescent microglial phenotype
(Fig.1).

The length of microglial processes, for example, is
reduced with ageing, resulting in a smaller tissue volume
covered by a single cell (Baron et al., 2014; Hefendehl et
al., 2014). Moreover, the order and regularity of microgli-
al domains seems to deteriorate, with large areas devoid
of microglial processes on the one hand side and cells
sticking to each other on the other (Tremblay et al., 2012;
Askew et al., 2017). In addition, aged microglial cells show
an increase in soma volume, a decrease in the complexi-
ty/circularity of the branching pattern of their processes
(Fig.1) and an increase in cell number in some but not
all brain regions/mouse strains tested (Sierra et al., 2007;
Tremblay et al., 2012; Baron et al., 2014; Hefendehl et al.,
2014). These morphological changes are accompanied by
a decrease in the baseline motility of microglial processes
and a slower directed process movement towards a lesion
site (Hefendehl et al., 2014). In aged human brains, some
microglial cells exhibit dystrophic morphologies in which
dendritic arbors appear deramified, with residual process-
es showing increased tortuosity and cytoplasmic fragmen-
tation (Streit et al., 2004).

Another typical feature of the aged microglia is the ac-
cumulation of large inclusions (Fig. 1), so called lipofuscin
granules, containing “wear-and-tear” pigment lipofuscin
(Sierra et al., 2007; Eichhoff et al., 2008). Aside from a
large lipid content, sugars and metals, microglial lipofus-
cin granules were recently shown to contain myelin frag-
ments (Safaiyan et al., 2016). Moreover, genetic manipula-
tions interfering with lysosomal degradation or long-term
stability of myelin potentiated the accumulation of these
undegradable lysosomal aggregates in adult, not aged,
microglia, paralleled by accumulation of morphological
and molecular signs of microglial senescence. These and
other (Tremblay et al., 2012) data suggest that microglial
senescence is largely caused by saturation of its degrada-
tive pathways.

From the molecular point of view, aging has been as-
sociated with a profound change in the expression pattern
of microglial genes (Wong, 2013). Thus, aged microglia
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Fig. 1: Differences in morphological and functional properties between adult and aged microglia. Upper row: maximum intensity projection
images of layer 2/3 imaged in vivo in the frontal/motor cortex of 5-month-old (left image; 30-68 pm depth, step 1 ym) and 18-month-old
(right image; 9-47 pm depth, step 1 pm) CX3CR1*/GFP mice. All images were taken at similar illumination intensities. Blood vessels were
labeled in red by an i.p. injection of the red fluorescent dye sulforhodamine B. Arrows point towards large lipofuscin granule inside the
microglia. Lower row: a schematic drawing of an adult (left) and aged (right) microglial cells along with a list of morphological and functional
features changing in the course of ageing (see text for further details). Colored arrows show the direction of change.

showed an increased mRNA expression of pro- (TNF-q,
IL-1B, IL-6) and anti-inflammatory (IL-10, TGF-B) cytokines
(Sierra et al., 2007), in line with the notion that low grade
immune activation is a highly prominent feature of the
cognitively normal aging brain (von Bernhardi et al., 2010;
Cribbs et al., 2012; Baron et al., 2014).

Indeed, both in rodents and humans aging is accom-
panied by a widespread upregulation of immune/ inflam-
mation-related genes (von Bernhardi et al., 2010; Cribbs
et al., 2012), allowing Franceschi and colleagues to coin
a new term describing the chronic pro-inflammatory sta-
tus of the aged organism as “inflammaging” (Franceschi
et al., 2007). In the brain inflammaging is mainly defined

by chronically increased expression levels of pro-inflam-
matory cytokines such as TNF-a, IL-1p and IL-18 and a
modulatory cytokine TGF-f, upregulation of the expres-
sion levels of caspase-1 (an enzyme responsible for L-1B
and IL-18 production), MHCII, complement receptor 3
(CD11b), as well as a downregulation of anti-inflammato-
ry genes such as IL-10, IL-4 or brain-derived nerve growth
factor (BDNF) (von Bernhardi et al., 2010; Cribbs et al.,
2012; Norden and Godbout, 2013). As the brain’s immune
system is mainly represented by microglia, microglia was
thought to mediate the observed pro-inflammatory status
of the aging brain. However, a more recent study specifi-
cally addressing the age-dependent changes in the gene
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expression pattern of microglia by means of direct mRNA
sequencing (without amplification or cDNA synthesis),
challenged this established view by showing that several
pro-inflammatory or neurotoxic pathways appeared to be
downregulated in aged microglia while pathways involved
in neuroprotection appeared to be upregulated (Hickman
et al., 2013). Specifically, 24 out of 37 markers of “alterna-
tively activated” M2 phenotype were significantly upregu-
lated in aged microglia in contrast to 5 out of 12 markers
of potentially neurotoxic M1 phenotype. In addition, the
authors discovered a significant alteration in the expres-
sion pattern of genes required for sensing the microglia’s
microenvironment. The transcripts associated with en-
dogenous ligand recognition appeared to be downregu-
lated, whereas those involved in pathogen recognition
and neuroprotection were upregulated (Hickman et al.,
2013). According to the authors, there was little change in
the expression pattern of genes involved in phagocytosis,
such as CD11b, CD14, CD68 and ICAM genes, suggesting
that aged microglial cells might preserve their phagocytic
ability. The authors concluded that aged “microglia retain
their ability to defend against infectious pathogens and
clear debris, but attempt to ‘tone down’ the stimulatory
effects of endogenous debris, as if to keep from becoming
constantly activated”.

It has to be mentioned, however, that the observed
differential up- or downregulation of endogenous ligand
recognition genes caused an alteration in a delicate bal-
ance between the ON and OFF signals. The transcripts
encoding classical microglia-located OFF molecules such
as TREM-2, DAP12, Siglecs or CD200R decreased with ad-
vancing age (Fig. 2), in parallel to a decrease in transcripts
encoding the counterpart OFF molecules located on or
released from neurons (e. g. CD200, CX3CL1(Fractalkine))
(Hickman et al., 2013; Wong, 2013; Grabert et al., 2016).
At the same time, the expression of purinergic receptors
(ATP is a classical ON signal), is differentially regulated
by aging with an increase in the number of transcripts for
P2X4 and a decrease in the number of transcripts for P2X7,
P2Y12 and P2Y13 receptors (Hickman et al., 2013).

In summary, microglia in the aged brain face a dif-
ferent environment compared to their counterparts in the
young adult brain, with a different relationship between
ON and OFF signals and a mild chronic pro-inflammatory
state. Therefore it is not surprising that many morphologi-
cal and biochemical characteristics of senescent microglia
point towards an activated phenotype. While the classical
literature emphasizes the neurotoxic potential of senes-
cent microglia, some recent studies suggest that microg-
lia try to adapt to the changing environment, upregulate
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their neuroprotective potential, keep calm and remain
functional.

How does ageing of microglia
influence its housekeeping
functions?

The housekeeping functions of microglia include (i) pro-
vision of trophic support for surrounding neurons, (ii)
monitoring and modulating the levels of synaptic activi-
ty, (iii) phagocytosis of accumulating extracellular debris
and (iv) repairing microdamages of brain parenchyma.
The trophic factors released by microglia include BDNF,
supporting neuronal growth, differentiation, survival and
learning-dependent synapse formation (Parkhurst et al.,
2013), and TNF-q, required for neuroprotection during
cerebral ischemia (Lambertsen et al., 2009). In addition,
microglia-derived TNF-a plays a key role in controlling the
amount of glutamate release from astrocytes, thus directly
controlling neuronal firing as well as glutamate-induced
neurotoxicity (Santello and Volterra, 2012). Furthermore,
the contacts between microglial processes and neuronal
somata were shown to decrease both spontaneous and
sensory-driven neuronal activity (Li et al., 2012). As al-
ready mentioned above, ageing of microglia is accompa-
nied by a decrease in the expression, and probably also
release of BDNF, increased levels of TNF-a in the brain tis-
sue and a decreased motility of microglial processes (von
Bernhardi et al., 2010; Cribbs et al., 2012, Hefendehl, 2014
#443; Wong, 2013), all leading to decreased neuroprotec-
tion and increased extracellular levels of glutamate in the
brain parenchyma. This potentiates activity of ageing neu-
rons (Maier et al., 2014) and promotes glutamate-induced
neurotoxicity.

The slower, less efficient movement of microglial pro-
cess towards a lesion site (Hefendehl et al., 2014) decreas-
es the ability of microglia to limit minute brain damages,
caused, for example, by small ischemic events or ruptures
of tiny blood vessels, increasing the size of the damaged
brain tissue. In addition, these microdamages are the like-
ly cause of the enhanced “spontaneous” calcium signaling
in ageing microglia (Brawek et al., 2014). The increased
intracellular calcium concentration, in turn, may activate
many calcium dependent processes, such as processing
and release of pro-inflammatory cytokines IL-1p and IL-18
(Murakami et al., 2012) as well as nitric oxide (Hoffmann
et al., 2003), leading to alterations in synaptic transmis-
sion and plasticity (Sama and Norris, 2013). A decreased
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Fig. 2: Molecular make-up of the aged microglia. Microglial ageing is accompanied by changes in the expression patterns of OFF signals
(e.g. TREM-2/DAP12, CD200R/CD200, Siglecs, CX3CR1/fractalkine), purinergic receptors (P2Y12, P2Y13, P2X4, P2X7), MHC Il as well as an
increase in the intracellular calcium signaling, causing an activation of calcium-sensitive signaling cascades.

motility of microglial processes might also decrease the
efficiency of inflammation-induced displacement of axo-
somatic synapses by microglial processes, which was re-
cently shown to be neuroprotective (Chen et al., 2014).

As specialized brain macrophages, aged microglia ac-
cumulate large amounts of lipofuscin granules (Fig.1) as
well as other types of noncellular inclusions and appear
to be almost completely filled by cellular debris (Tremblay
et al., 2012). This state is likely a byproduct of life-long
phagocytic activities of microglia (in Greek “macrophage”
literally means “big eater’’) and points out to a possible
exhaustion of its phagocytic capacity (Streit, 2006). More-
over, the expression of TREM-2, a microglial receptor pro-
moting phagocytosis, is known to be downregulated with
the advanced age (Fig. 2), in line with the assumed impair-
ment of the phagocytic ability of microglia.

Thus, the mounting evidence suggests that all house-
keeping properties of microglia are changing with advanc-

ing age and these changes often result in the deterioration
of the microglial function.

How does ageing of microglia
influence brain’s immune defense?

As the main immune cells of the brain, microglia react
to acute injury, infections, or disease with a biphasic re-
sponse starting with a rapid, pro-inflammatory activation
phase, followed by a slower anti-inflammatory, neuro-
protective tissue repair phase during the resolution of in-
flammation. The correct timing of both phases is neces-
sary for efficient responses to injury and infections on the
one hand and protection of the brain parenchyma from
microglia-induced damage on the other (Wong, 2013). Ac-
cumulating evidence suggest that aged microglia generate
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exaggerated pro-inflammatory responses to both periph-
eral and central immune challenges (reviewed in (Norden
and Godbout, 2013; Wong, 2013)). The activation of the im-
mune system by a peripheral injection of lipopolysaccha-
ride (LPS), for example, causes a prolonged and exagger-
ated brain immune response accompanied with elevated
expression levels of mRNA encoding IL-1f, IL-6 and TNF-a
and increased levels of respective proinflammatory cyto-
kines. In addition, in the aged brain the mRNA expression
levels of IL-1f and TNF-a remained elevated for up to 72
hours after LPS injection and thus much longer than in
the adult brain (up to 24 hours) (Richwine et al., 2008).
The prolonged inflammatory response within the brain
correlated well with the prolonged LPS-induced behavior-
al impairment of ageing experimental animals, character-
ized by a reduction of appetite and depressive withdrawal
from normal social activities (Godbout et al., 2005; Norden
and Godbout, 2013). Aged animals also show exaggerated
immune responses to other stressors, such as hemorrhag-
ic stroke, injury, neurotoxins or trauma (Wong, 2013). This
partial loss of control over the brain’s innate immune sys-
tem might lead to a prolonged impairment of brain func-
tion, memory and cognition and, in the extreme case, also
to neurodegeneration.

Microglia and age-related neurode-
generative disorders

Neurodegenerative disorders including, among others,
Alzheimer’s, Parkinson’s, and Huntington’s disease, are
incurable diseases resulting in progressive functional
impairment, degeneration and death of neural cells. Al-
though each of the neurodegenerative disorders has its
own etiology, many of them are associated with advanc-
ing age and with the deposition of abnormal proteins
within the brain. Because of the worldwide ageing of the
human population (the number of people over the age of
65 is expected to double over the next 15-20 years, with the
fraction of oldest old (85+) increasing from 7% to 12% (Qiu
et al., 2009)), these diseases will pose huge challenges to
public healthcare systems across the world. Even nowa-
days dementias, among which Alzheimer’s disease (AD)
is the prevailing form, affect more than 25 million people
worldwide. The hallmarks of AD include intracellular ac-
cumulations of hyperphosphorylated microtubule-associ-
ated protein tau, parenchymal accumulation of amyloid
B deposits, synaptic loss and a progressive impairment of
neuronal function, finally leading to a pronounced neu-
ronal death.
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Recent Genome Wide Association Studies have iden-
tified many genes related to microglia and/or immune
response, mutations in which are associated with an in-
creased risk of late-onset AD, the most prevalent form of
the disease (Villegas-Llerena et al., 2016). Moreover, the
risk associated with a specific mutation in the gene en-
coding the TREM2 protein is as high as the one associated
with the &4 allele of the apolipoprotein E, until recently
the only known genetic risk factor associated with late-on-
set AD. However, the difference in the expression of the
immune-related genes between young and old healthy
subjects seems to be much larger than the one between
healthy subjects and AD patients of the same age (Cribbs
et al., 2012). These results support the notion that inflam-
maging in general and the increased reactivity of the aged
microglia in particular might promote the development of
AD. One of the possible mechanisms connecting inflam-
maging and AD was recently discovered by Beth Stevens’s
group. They showed that the classical complement cas-
cade-mediated pathways, which normally contribute to
synaptic pruning of excess synapses during early post-
natal development, cause engulfment and elimination
of synapses by microglia in the amyloid-depositing brain
(Hong et al., 2016).

Both in humans and in mouse models of AD microgli-
al cells, especially those located in the immediate vicinity
of the amyloid B accumulations (so-called senile plaques),
have an activated morphology (see, for example, Fig. 1
in (Brawek et al., 2014)) and an increased expression of
pro-inflammatory markers such as MHC IT and CD68 (Nor-
den et al., 2015). Moreover, plaque-associated microglia
undergo a dramatic functional impairment with more that
80% of cells becoming “hyperactive” in respect to their on-
going calcium signaling (Brawek et al., 2014). In parallel,
microglia in the amyloid-depositing brain show a reduced
phagocytic activity and impaired responses to cell/tissue
damage in their vicinity (Krabbe et al., 2013; Brawek et al.,
2014), thus failing to sufficiently protect the surrounding
tissue. Of note, TREM2 and CD33, recently identified as
AD risk genes, are implicated in microglial phagocytosis
(Norden et al., 2015). While the latter findings point to-
wards amyloid-induced microglial senescence, an exag-
gerated microglial calcium signaling alludes towards the
increased reactivity of plaque-associated microglia. As al-
ready mentioned above for normally aged microglia, the
increased intracellular calcium concentration may cause
processing and release of proinflammatory cytokines IL-
1B and IL-18 via the caspase-l-mediated pathway, release
of nitric oxide and activation of the calcium-dependent
protein phosphatase calcineurin, upregulating cytokine
expression via activation of the nuclear factor of activated
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Fig. 3: A flow chart illustrating an inflammaging-based hypothesis of the development of neurodegenerative diseases (see text for details).

T-cells (Felderhoff-Mueser et al., 2005; Sama and Norris,
2013). Interestingly, an NLRP3 inflammasome, a multipro-
tein complex activating caspase-1, itself requires increased
intracellular calcium levels for activation and this activa-
tion is enhanced in both human and mouse AD brains
(Murakami et al., 2012; Norden et al., 2015). Moreover,
genetic deletion of NLPR3 inflammasome reduces plaque

burden in AD mice and protects them from loss of spatial
memory (Heneka et al., 2013).

Although the fact that amyloid deposition inside the
AD brain causes activation of glial cells is known since
the pioneering work of Alois Alzheimer, till recently the
activated microglia was seen as a late consequence of am-
yloidosis, as a bystander either potentiating or failing to
cope with the ongoing pathology. Only recently it became
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apparent that age-related microglial dysfunction, as for
example, a decrease in its phagocytic ability (see above),
might be crucial for age-dependent accumulation of amy-
loids (i.e. abnormal protein aggregates) in the first place
(Fig. 3).

Thus, low grade inflammation within the ageing brain
and inflammaging-associated microglial dysfunction re-
sult in the reduced efficiency of microglial surveillance
because of the reduced process motility paralleled by the
impaired phagocytosis due to saturation of microglia’s
degradative pathways. Under these conditions naturally
produced amyloids cannot be efficiently found and elimi-
nated by microglia and therefore accumulate in the brain
parenchyma, causing further microglial dysfunction. This
amyloid-induced dysfunction potentiates microglial se-
nescence, triggers complement cascade-dependent syn-
apse elimination and further exaggerates intracellular
calcium dyshomeostasis in microglia. The latter boosts the
production of pro-inflammatory cytokines (e. g. TNF-a and
IL-B) via different calcium-dependent pathways (e. g. acti-
vation of caspase-1, calcineurin or NFxB (Sama and Nor-
ris, 2013)). The pro-inflammatory cytokines (i) potentiate
the inflammation within the ageing brain thus closing the
vicious cycle and (ii) cause the hyperactivity of calcium
signaling in neurons and astrocytes (Santello and Volt-
erra, 2012; Brawek and Garaschuk, 2014), exacerbating
amyloid-induced dysfunction of neural networks (Fig. 3).
Although this hypothesis still needs a rigorous experi-
mental validation, its plausibility moves microglia and in-
flammaging in the very center of AD-related pathological
events and allows to view AD, but likely also some other
neurodegenerative disorders, as a direct consequence of
the age-related dysfunction of the brain’s immune system.
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Glossary

TREM-2 (triggering receptor expressed on myeloid cells 2), an
immunoglobulin inhibiting inflammatory responses in
macrophages. In the brain TREM-2 is exclusively expressed by
microglia.

DAP12 (DNAX-activating protein 12 kDa), an adaptor molecule used
by TREM-2 for intracellular signaling.
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Siglecs (sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins), immuno-
globulins binding to sialic acid. Under physiological conditions
the recognition of sialic acids on the neuronal glycocalyx seems
to signal cellular integrity inhibiting microglia activation.

CX3CL1 (CX3C ligand, fractalkine), a cytokine involved in the
adhesion and migration of leukocytes.

CX3CR1 (CX3C chemokine receptor 1), receptor for the chemokine
fractalkine.

MHCII (major histocompatibility complex Il), a surface protein
normally found only on antigen-presenting cells.

ROS (reactive oxygen species), reactive chemical species containing
oxygen. Under physiological conditions ROS are involved in cell
signaling and homeostasis, at high concentrations they cause
cell damage via oxidative stress.

BDNF (brain-derived neurotrophic factor), a growth factor critically
important for neuronal differentiation and survival.

TNF-a (tumor necrosis factor a), one of the key pro-inflammatory
cytokines produced by activated macrophages.

TGF-B, (transforming growth factor B), an immunosuppressive
cytokine secreted by many cell types, including macrophages.

IL-1B (interleukin-1B), one of the key pro-inflammatory cytokines.
IL-1B is involved in many processes including cell proliferation,
differentiation, apoptosis, inflammatory pain hypersensitivity,
etc.

IL-6 (interleukin-6), a pro-inflammatory cytokine secreted by
macrophages and T cells. IL-6 is an important mediator of fever
and of the acute phase response.

IL-4 (interleukin-4), an anti-inflammatory cytokine playing an
important role in wound repair.

IL-10 (interleukin-10), an anti-inflammatory cytokine inhibiting
LPS-mediated induction of pro-inflammatory cytokines.

CD11b (cluster of differentiation molecule 11b), a surface molecule
expressed by many leukocytes, including monocytes,
granulocytes, macrophages, and natural killer cells. Under
inflammatory conditions it regulates chemotaxis, leukocyte
adhesion, cell-mediated cytotoxicity and phagocytosis.

CD14 (cluster of differentiation molecule 14), a surface molecule
expressed mainly by macrophages acting as a co-receptor for
the detection of LPS.

CD68 (cluster of differentiation molecule 68), a glycoprotein found
in lysosomal and surface membranes of myeloid cells. CD68 is
indicative of phagocytic capability.

CD33 or Siglec-3 (sialic acid binding Ig-like lectin 3), a sialic acid
receptor expressed on myeloid cells.

ICAMs (intercellular adhesion molecules), immunoglobulins,
continuously present in low concentrations in the membranes
of leukocytes.

CD200 (cluster of differentiation molecule 200), an immunoglobulin
regulating myeloid cell activity and delivering an inhibitory
signal to macrophages.

CD200R, receptor for cluster of differentiation molecule 200.

In the CNS, microglial cells express CD200R, while CD200
is expressed on the membrane of neurons and astrocytes.
Together this ligand-receptor pair inhibits inflammatory
responses of microglia.

LPS (Lipopolysaccharide), component of bacterial cell wall of
Gram-negative bacteria provoking innate immune response.

ApoE (Apolipoprotein E), a class of apolipoproteins transporting
lipoproteins, fat-soluble vitamins, and cholesterol.
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lichen Disziplinen, wie Medizin, Psychologie, Biologie,
Elektrotechnik und Physik bekommen jeweils eine Dok-
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Einleitung:
Das IRTG 2150 stellt sich vor

Im Rahmen dieses zundchst fiir 4,5 Jahre bewilligten
Graduiertenkollegs stehen die Untersuchung und Erfor-
schung zentralnervoser, inshesondere neurobiologischer
Mechanismen pathologischer Aggression und Impulsi-
vitdt im Mittelpunkt. Fiir diese Forschungsbestrebungen
stellt die DFG ein Gesamtfoérdervolumen von rund 5 Millio-
nen Euro zur Verfiigung. Die Neurobiologie pathologischer
Aggression und Impulsivitat ist ein aktuelles klinisch wie
gesellschaftlich hoch relevantes Thema. In der Klinik
stellen Patienten mit pathologischen aggressiven Sym-
ptomen eine enorme Herausforderung fiir die Therapie
dar. Impulsivitdt und Aggressivitidt sind multifaktorielle
Phdnomene und ihre neurobiologischen Grundlagen sind
weitestgehend unbekannt. Um die zugrunde liegenden
neurobiologischen Prozesse tiefgehend und umfassend
zu entschliisseln, werden Bildgebung und Verhaltens-
forschung mit neuropsychologischen, elektrophysiologi-
schen, neuroendokrinen und molekularen Ansétzen kom-
biniert. Dabei werden in einem translationalen Vorgehen
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Mensch- und Tiermodelle miteinander verbunden, um
zwei Fragestellungen zu verfolgen: 1) Den Einfluss von
Faktoren wie Umwelt, traumatische Erfahrungen, Person-
lichkeit, Alter, Geschlecht, Kultur und (epi-)genetische
Faktoren auf aggressives und impulsives Verhalten so-
wie die zugrunde liegenden neuronalen Netzwerke und
Neurotransmittersysteme zu erforschen; 2) Aggressives
Verhalten und zerebrale Konnektivitdt durch neuromodu-
latorische, psychologische und psychopharmakologische
Methoden zu modulieren (Abb. 1). Ubergeordnetes Ziel ist
es, die zugrunde liegenden Netzwerke zu charakterisieren
sowie neue therapeutische Interventionen zu entwickeln.

Die Forschungsthematik

Gemaf der gelaufigsten Definitionen ist Aggression ,,jegli-
ches Verhalten, das gegen ein anderes Individuum gerich-
tet ist, mit der Absicht Schaden zuzufiigen® (Anderson
und Bushman, 2002). Als solche ist Aggression Teil des
emotionalen Antwortmusters auf Frustration und Bedro-
hung bei Mensch und Tier und spielt eine bedeutende
evolutiondre Rolle. Dabei wird haufig zwischen reaktiver
und instrumenteller Aggression differenziert. Erstere ist
impulsiv, feindselig und emotional, letztere dagegen vor-
sdtzlich, proaktiv und zielorientiert. Reaktive Aggression
ist damit eng verkniipft mit Impulsivitat. Impulsivitat
kann als Tendenz definiert werden, aus dem Impuls her-
aus, ohne Uberlegung und Plan oder die Beriicksichtigung
von Konsequenzen zu handeln (American Psychiatric As-
sociation, APA, 2013). Dieses Konstrukt ist breiter und
beinhaltet Aspekte wie eingeschrdnkte Fahigkeiten zur
Inhibition, Schwierigkeiten im Belohnungsaufschub und
vorschnelle Entscheidungen. Untersuchungen bei Nagern
konnten zeigen, dass fehlende Hemmung und Impulskon-
trolle zentrale Aspekte der Aggression sind, auch wenn
Korrelationen zwischen beiden Konstrukten nicht immer
nachweisbar sind. Interessanterweise wird in neuerer Zeit
auch die appetitive Aggression starker untersucht (Elbert
et al., 2017). Sie stellt die biologische Pradisposition des
Menschen zur genuinen Lust an Gewalt im Einzel- oder
Gruppenszenario dar (z. B. Krieg, Hooliganismus).
Aggression und Impulsivitat sind das Ergebnis kom-
plizierter Wechselwirkungen biologischer, sozialer, situ-
ationaler, kultureller, psychologischer und persénlicher
Faktoren. Studien zum neuronalen Netzwerk der Aggressi-
on beruhen auf Untersuchungen von Patienten mit patho-
logischer Aggression, Tierstudien sowie Bildgebungsstu-
dien mit experimentellen Ansétzen zur Argerprovokation
oder Emotionsregulation. Den Ergebnissen zufolge scheint
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reaktive Aggression auf ein Ungleichgewicht von unzurei-
chender préfrontaler (orbitofrontaler (OFC), medial pra-
frontaler (MPFC), ventro- und dorsolateral prafrontaler
(VL-, DLPFC)) und anterior cinguldrer (ACC) top-down
Kontrolle und gesteigerter bottom-up Aktivitat limbischer,
»emotionaler” Regionen zuriickzugehen. Zusammen mit
dem Amygdala-Hypothalamus-PAG (periaquaduktales
Grau) System, das grundlegende Reaktionen auf Bedro-
hung moduliert sowie dem Hippokampus und der Insel-
region bilden diese Regionen das Aggressionsnetzwerk
(Nelson und Trainor, 2007). Dieses Netzwerk kontrolliert
aggressives Verhalten, moduliert Reaktionen auf Provoka-
tion und wird bei Reaktionen auf implizite und explizite
Aggressionsreize aktiviert. Die reduzierte Funktion des
prafrontalen Kortex ist dabei das mit am besten replizierte
zerebrale Korrelat aggressiven Verhaltens. Eine Metaana-
lyse von 43 Bildgebungsstudien von Individuen mit pa-
thologischer Aggression zeigte Volumen- und Funktions-
minderungen des OFC, ACC und DLPFC (Yang und Raine,
2009), wobei besonders letzterer eine Schliisselrolle bei
der Emotionsregulation und -verarbeitung sowie insbe-
sondere auch bei aggressivem Verhalten von Gesunden
und Patienten innehat.

Die Forschung im IRTG im Rahmen der Dissertations-
projekte widmet sich der Analyse zeitlicher und rdumli-
cher Korrelate des neuronalen Netzwerkes der Aggressi-
on und Impulsivitdt sowie der Konnektivitdt innerhalb
dieses Netzwerks. Situationales aggressives/impulsives
Verhalten und das Personlichkeitsmerkmal der Aggres-
sion und Impulsivitdt werden miteinander in Beziehung
gesetzt und beziiglich Unterschieden und Uberlappungen
der jeweiligen Konstrukte analysiert. Dariiber hinaus wird
der Einfluss weiterer Faktoren auf die Entstehung von Ag-
gression beriicksichtigt und diese beziiglich ihrer Wirkung
auf das Netzwerk charakterisiert (Abb. 1). Es werden neue
experimentelle Paradigmen zur Induktion von Aggression
und Impulsivitat entwickelt und validiert sowie in bild-
gebenden Untersuchungen bei Gesunden und Patienten
mit psychischen Stérungen eingesetzt. Dadurch kann der
enge Bezug zwischen Aggression und Impulsivitdt weiter
analysiert und spezifiziert werden.

Im klinischen Kontext sind impulsives und aggres-
sives Verhalten Bestandteil zahlreicher neuropsychi-
atrischer Storungen, darunter Verhaltensstérungen,
Borderline und antisoziale Personlichkeitsstérungen,
Alkoholabhénigkeit, Schizophrenie, affektive Stérungen,
Aufmerksamkeits-/Hyperaktivitatsstorung (ADHS), Au-
tismus, Demenz, Chorea Huntington oder Parkinson-Er-
krankung. Als Symptome oder Syndrome beeintrachtigen
sie hdufig den Krankheitsverlauf und das soziale Funkti-
onsniveau. Besonders reaktive Aggression kann dabei als
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Abb. 1: Forschungsmodell, das die unterschiedlichen Aspekte zeigt,
die untersucht werden kénnen

Endophédnotyp mit klaren biologischen Einfliissen auf-
gefasst werden. Einer Annahme zufolge beruht Aggressi-
on auf drei Mechanismen: 1) einer Stérung im zugrunde
liegenden zerebralen Aggressionsnetzwerk; 2) einem Hy-
poarousal aufgrund chronisch reduzierter Plasma — Glu-
kokortikoidspiegel — durch die Spiegelreduktion wird die
Inhibition aggressiver Tendenzen aufgehoben (z.B. bei
Verhaltensstdrungen, antisozialen Personlichkeitsstorun-
gen); und (3) einem Hyperarousal, das zu Irritabilitdt und
emotionalen Ausbriichen fiihrt (z. B. bei Depression oder
Borderline; (Haller und Kruk, 2006)). Die aktuellen Pro-
motionsthemen im IRTG streben ein besseres Verstandnis
aggressiven und impulsiven Verhaltens iiber die Lebens-
spanne sowie ihrer pathologisch verdnderten neurobio-
logischen Grundlagen bei ADHS, Alkoholabhéngigkeit,
Schizophrenie und Chorea Huntington an. Da Aggression
in ihrer evolutiondren Funktion jedoch Teil unseres Ver-
haltensmusters und Emotionserlebens ist, ist neben dem
Verstdndnis der pathologischen Aggression vor allem die
Moglichkeit ihrer effektiven Kontrolle und Regulation we-
sentlich. Ein langfristiges Ziel der Forschung im IRTG ist
daher die Entwicklung und experimentelle Validierung
von innovativen Interventionen, die dieses maladaptive
Verhalten erfolgreich reduzieren konnen. Wir beabsichti-
gen daher, das zerebrale Netzwerk der Aggression und Im-
pulsivitdt durch verschiedene Methoden zu modulieren,
um unser Wissen iiber Interventions- und Reduktionsmog-
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lichkeiten pathologischer Aggression und Impulsivitit zu
erweitern. Hierfiir werden in einigen Dissertationsprojek-
ten vor allem transkranielle Gleichstromstimulation und
Neurofeedback eingesetzt, um Verhalten und zerebrale
Netzwerke bei Gesunden und Patienten zu modulieren.
Gleichzeitig werden im Rahmen dieser Untersuchungs-
ansatze auch Einfliisse von Personlichkeitsvariablen und
Genetik beriicksichtigt. Letzteres ist von besonderem Inte-
resse, da Aggression eine hohe Heritabilitat besitzt, wobei
ein direkter Bezug von Genotyp zu aggressivem Verhalten
schwierig ist. Aggression ist kein homogenes Konstrukt,
sondern variiert in Abhédngigkeit von seiner Intention
(z.B. Schadensbegrenzung, Stressreaktion etc.). Zudem
haben Umweltfaktoren einen grofien Einfluss auf die Aus-
pragung des Phanotyps. Die Forschung im IRTG versucht
daher Endophédnotypen mit bildgebenden Methoden zu
identifizieren, um {iiber die interindividuelle Varianz in
den Bildgebungsdaten gemeinsame genetische Varianten
zu bestimmen, die Hirnstruktur oder —funktion beein-
flussen. Es wurden einige Kandidatengene identifiziert,
die bei Aggression besonders in einer Gen-Umwelt-Inter-
aktion eine Rolle spielen, darunter MAOA-Gen (Monoa-
minooxidase) und das Serotonintransporter Gen (5-HTT,
5-Hydroxytryptamintransporter), aber auch COMT (Cate-
chol-O-Methyltransferase) und BDNF (Brain-derived neu-
rotrophic factor). Sie reflektieren gleichzeitig die Rolle der
bei Aggression und Impulsivitdt involvierten Transmitter-
systeme — hier im besonderen Maf3e das serotonerge und
dopaminerge System. Einige dieser genetischen Einfliisse
werden in den Dissertationsprojekten bei Mensch und Tier
beriicksichtigt und analysiert.

Ein weiterer Aspekt, der im Zusammenhang mit Ag-
gression und Impulsivitédt im IRTG 2150 durch Promotions-
projekte aufgegriffen wird, sind geschlechts- und stress-
hormonelle Einfliisse sowie der Einfluss olfaktorischer
Reize. Auch hier ergdnzen sich Tiermodelle und Human-
forschung. Tierstudien untersuchen chemosensorische
Signaliibertragungswege im olfaktorischen System von
Nagern, wiahrend im Fall der Humanstudien besonders
soziale Chemosignale in ihrer Wirkung auf Aggression von
Interesse sind, wie z. B. Angst- oder Aggressionsgeriiche.
Ferner sollen die zusatzlichen Modulationen durch Testo-
steron, Cortisol und Arginin Vasopressin in ihrer Wirkung
auf aggressives und impulsives Verhalten untersucht wer-
den.

Von seinem klinischen Grundsatz her reflektiert das
IRTG 2150 damit eine Kombination traditionell kategoria-
ler und insbesondere dimensionaler Klassifikationsansat-
ze. Diese dimensionale Perspektive entspricht aktuellen
Entwicklungen und Forschungsergebnissen im Bereich
der Psychiatrie, die zeigen, dass Symptome, genetisches
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Risiko fiir psychische Stérungen und zerebrale Korrelate
des Verhaltens moglicherweise besser auf einem Kontinu-
um darstellbar sind.

Qualifikationsprogramm

Das IRTG bereitet junge (klinisch und grundlagenwissen-
schaftlich arbeitende) Wissenschaftler optimal vor, um
diese aktuellen Entwicklungen und Herausforderungen
anzugehen und unser Verstandnis der neurobiologischen
Grundlagen pathologischer Aggression und Impulsivitat
besser zu verstehen. Zu diesem Zweck haben die Antrag-
steller ein umfassendes, einzigartiges Qualifikationspro-
gramm entwickelt, das auf den drei Prinzipien klinisch
relevanter Forschung, internationalem Austausch und
wissenschaftlicher Synergie beruht (Abb.2). Es soll die
wissenschaftliche Exzellenz und Unabhangigkeit der Dok-
toranden fordern und gleichzeitig ausreichend Unterstiit-
zung gewdhren. Das IRTG bietet hierfiir ein gemeinsames
strukturiertes Curriculum, interdisziplindre Ausbildung
und individualisierte Supervision von deutscher und ame-
rikanischer Seite. Dabei betont das Qualifikationsprofil in-
novative Aspekte, darunter die systematische Integration
moderner Medien fiir einen intensiven deutsch-amerika-
nischen Austausch.

Hauptbestandteil des Curriculums sind die zweiwo-
chentlichen Meetings, die abwechselnd intern oder ex-
tern gestaltet werden. Die internen Meetings beinhalten
Projektprdsentationen der Doktoranden und die Diskus-
sion der Ergebnisse bzw. des Projektfortschritts, in den
externen Meetings prasentieren eingeladene renommierte
nationale und internationale Wissenschaftler und Exper-
ten neueste Forschungsergebnisse. Elektronische Medi-
en unterstiitzen den internationalen Austausch. Hierzu
werden alle Vortrage aufgezeichnet, zum einen, um den
Doktoranden Feedback fiir das individuelle Training von
Prasentationsfertigkeiten geben und die Prdsentationen
dem amerikanischen Supervisor zugdnglich machen zu
kénnen, zum anderen, um die externen Vortrége fiir bei-
de Partnerseiten und folgende Generationen im Sinne
einer Vortragsreihe zum Thema zur Verfiigung zu stellen.
Das Kursangebot wird ergédnzt durch einen Journal Club,
der von Postdocs begleitet wird und weiteren klinischen
und methodologischen ein bis zwei Tages-Workshops,
deren Wahl und Zusammenstellung ebenfalls nach Inte-
resse und Fortbildungswunsch der Doktoranden erfolgt
(ca. zehn bis zwolf Workshops pro Jahr). Zu Beginn set-
zen Doktoranden einen individuellen Trainingsplan auf,
der den Ausbildungsbedarf fiir ihr Projekt spezifiziert.
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Structure of the curriculum with educational
courses on both partner sides

o JARA - BRAIN

Mobility/Scholarship Programs
' |
. Spring School

. UROP/RISE programs

Philudelphiu.

, IRTG Meetings and Workshops
Bi-weekly internal meetings

Supervision strategy
Multi-layer system

exlended mentoring system Online course modules

Electronic learning enviranment

Individual Training Plans

Complementary research training experience (CORTEX)
Mobility period of of least 6 months

The annual Spring Schools
held alternatively in Philodelphia or Aachen

Internofional experience
at JARA-BRAIN or Penn

International Conferences

Presenting of own dota
at infernotionol conferences

Abb. 2: Struktur des Curriculums mit Trainingseinheiten auf Seiten
beider Partner

In Absprache mit den beiden Supervisoren werden hier
in Abhédngigkeit vom disziplindren Hintergrund zusatzli-
che (externe) Trainings und somit eine optimale Passung
zwischen den Kenntnissen des Doktoranden und den
Erfordernissen des Projektes ermoglicht. Aufgrund der
klinischen Ausrichtung der Forschungsthematik ist fiir
Doktoranden aus klinikfernen Fachdisziplinen (Biologie,
Informatik, Physik, Ingenieurswesen) ein klinisches Prak-
tikum von zwei Wochen auf einer psychiatrischen Station
innerhalb der ersten drei Monate der Doktorandenzeit ob-
ligatorisch. Dies gewdhrleistet, dass die Doktoranden Ein-
blicke in die klinische Symptomatik und einen Eindruck
von pathologischer Aggression im Rahmen psychischer
Stérungen erhalten.

Im Rahmen der Forschungsausbildung haben wir ei-
nen Review Writing Kurs nach dem Modell der University
of Pennsylvania etabliert, in dem jeder Doktorand in den
ersten Monaten einen Uberblicksartikel zu seiner Thema-
tik verfasst. Dies wird in einem zweiwdchentlich stattfin-
denden Kurs begleitet und von den Postdocs supervidiert.
Die Doktoranden {iben dadurch nicht nur Literaturrecher-
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International
Peer Mentoring
US/German tandem

Career Mentoring
Independent supervisor

Doctoral
Candidate

Program Mentoring
Coordinating staff

Scientific Mentoring

Supervisors, thesis committee

Progress evaluation

Abb. 3: Mentoring System auf verschiedenen Ebenen

che, Aufbau eines Artikels und das wissenschaftliche Sch-
reiben an sich, sondern auch den Umgang mit Journalen,
Editoren und dem Prozess der Verdffentlichung. Zudem er-
arbeiten sie sich auch die Literatur und die theoretischen
Hintergriinde ihres Projektes. Sogenannte transferable
skills werden in entsprechenden Einheiten der beteiligten
Universitdten und Forschungseinrichtungen angeboten.
Dariiber hinaus kénnen weitere Kurse aus dem generellen
universitdren Angebot konnen genutzt werden. Ein mehr-
stufiges Mentorensystem komplettiert das strukturierte
Ausbildungsangebot (Abb. 3). Neben der Betreuung durch
einen deutschen und einen amerikanischen Supervisor
und die deutschen Postdocs werden die Doktoranden
auch eng an einen Postdoc/Doktoranden von der Univer-
sity of Pennsylvania angebunden, sodass sie bereits friih
auch in die Arbeitsgruppe des amerikanischen Supervi-
sors integriert sind. Der Karrierementor dient als zusatz-
licher individueller Berater bei eher formalen und strate-
gischen Uberlegungen beziiglich der Karriere und ist vom
Doktoranden unabhdngig von den IRTG-Supervisoren zu
wahlen.

Die jahrliche Spring School, die alternierend in Aa-
chen/Jiilich oder Philadelphia mit ca. 60—70 Teilnehmern
stattfindet, vereint die beiden Partnerseiten sowohl auf
Doktoranden wie auch auf Supervisorenebene. Hier findet
ein intensiver und mehrtigiger wissenschaftlicher Aus-
tausch statt, der sowohl Thesis Committee Meetings von
Doktoranden und Supervisoren als auch die Projektpra-
sentationen der Doktoranden und ausgewdhlte Vortrage
interner oder externer Wissenschaftler beinhaltet.

Das Kernstiick des IRTGs ist der Auslandsaufenthalt
in der Partnerinstitution, der essenzieller Teil der Promo-
tion ist. Fiir DFG - finanzierte Doktoranden ist ein Aufent-
halt zwischen 6 und 12 Monaten in der Arbeitsgruppe des
amerikanischen Supervisors obligatorisch. Hier werden
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Abb. 4: Exemplarische Darstellung der Ausbildungselemente {iber
die Zeit auf beiden Partnerseiten

Supervision

\- Agreement

>

komplementdre Erfahrungen im Sinne von erweiterten
Methodenkenntnissen geférdert und auch der Einblick
in molekulare/zelluldre Forschung fiir systemische Wis-
senschaftler (und umgekehrt) erméglicht. Ziel ist es, eine
erweiterte Perspektive zu gewinnen und interdisziplinare
und translationale Forschung durch ein erhéhtes Ver-
standnis fiir andere Ansétze zu férdern.

Eine gemeinsame Betreuungsvereinbarung der Dok-
toranden und Supervisoren enthdlt die Ziele und Ver-
pflichtungen im Rahmen der Promotionszeit und sichert
eine geregelte Betreuung. Ein sogenanntes Logbuch do-
kumentiert die besuchten Veranstaltungen, Workshops,
Konferenzen sowie Treffen mit den Supervisoren. Dies
dient dem Monitoring der gesetzten Ziele und sichert eine
gegenseitige Verbindlichkeit. Ferner priifen mindestens
zwei bis drei Projektprdsentationen in den internen Mee-
tings und Spring Schools sowie das Thesis Committee mit
den Supervisoren und einer weiteren neutralen dritten
Person (aus den Reihen der Postdocs) den Fortschritt des
Doktoranden. In den Thesis Committee Meetings erfolgt
zudem eine nach standardisierten Kriterien durchgefiihrte
Bewertung der Doktoranden durch die Supervisoren.

Das IRTG bietet somit ein exzellentes, wissenschaft-
lich produktives und interdisziplindres Umfeld fiir die
Ausbildung junger Nachwuchswissenschaftler auf dem
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Gebiet der klinischen und translationalen Neurowissen-
schaften.

Sprecherin und Antragstellerin des IRTG auf deutscher
Seite ist Ute Habel. Die Sprecherfunktion auf US-amerika-
nischer Seit tibernimmt Ruben C. Gur.

Dieser Artikel hat Thnen einen kompakten Einblick
in die Forschungs- und Qualifizierungsbestrebungen des
neuen internationalen GRK 2150 an den Standorten Jiilich-
Aachen und Philadelphia, USA vermittelt.

Sie moOchten mehr iiber die Forschungsaktivitdten
und Organisationsstruktur des DFG-Graduiertenkollegs
2150 erfahren und / oder die neuesten Forschungsent-
wicklungen unmittelbar miterleben? Dann sind Sie auf
der Website des IRTG herzlich willkommen: http://www.
irtg2150.rwth-aachen.de/.

Beteiligte JARA BRAIN Wissen-
schaftler (RWTH Aachen/FZ Jiilich)

D. Bzdok, Klinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik,
Uniklinik RWTH Aachen

D. Feldmeyer, INM-2, JARA-Institut Molekulare Organisation des
Gehirns, FZ Jiilich; Klinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und
Psychosomatik, Uniklinik RWTH Aachen

B. Herpertz-Dahlmann, Klinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und
Psychosomatik des Kindes- und Jugendalters, Uniklinik RWTH
Aachen

K. Konrad, Klinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik
des Kindes- und Jugendalters, Uniklinik RWTH Aachen

K. Mathiak, Klinik fir Psychiatrie, Psychotherapie und Psycho-
somatik, Uniklinik RWTH Aachen

D. Merhof, Lehrstuhl fiir Bildverarbeitung, Fakultdt fiir Elektro-
technik und Informationstechnik, RWTH Aachen University

T. Nickl-Jockschat, Klinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und
Psychosomatik, Uniklinik RWTH Aachen (jetzt: University of
lowa, Department of Psychiatry & Institute of Neuroscience)

K. Reetz, Klinik fiir Neurologie, Uniklinik RWTH Aachen; INM-11,
JARA-Institut Molecular Neuroscience and Neuroimaging, FZ
Julich

F. Schneider, Klinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Psycho-
somatik, Uniklinik RWTH Aachen; INM-10, JARA-Institut Brain
Structure-Function Relationships, FZ Jiilich

N. J. Shah, INM-4/-11, JARA-Institut Physik der Medizinischen
Bildgebung/ Molecular Neuroscience and Neuroimaging, FZ
Julich; Klinik fiir Neurologie, Uniklinik RWTH Aachen

M. Spehr, Lehrstuhl fiir Chemosensorik, Fachgruppe Biologie,
Fakultat fiir Mathematik, Information und Naturwissen-
schaften, RWTH Aachen University

DE GRUYTER

Abb. 5: April 2017 - Erste Spring School des IRTG 2150

Wissenschaftler der University of
Pennsylvania

T. Abel, Department of Biology (now University of lowa)

D. Bassett, Department of Bioengineering

J. Blendy, Department of Pharmacology, Perelman School of
Medicine

). Edgar, Department of Radiology, Children’s Hospital of
Philadelphia

S. Jaffee, Department of Psychology

R. E. Gur, Department of Psychiatry

H. Hakonarson, Center for Applied Genomics, The Children’s
Hospital of Philadelphia

R.H. Hamilton, Department of Neurology

J. Kable, Department of Psychology

A. Raine, Department of Criminology, Psychiatry and Psychology

T. Satterthwaite, Department of Psychiatry

S. Siegel, Department of Psychiatry (now University of Southern
California, Los Angeles)

B. Turetsky, Department of Psychiatry
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5-HTT, 5-Hydroxytryptamintransporter

ACC, Anteriorer Cinguldrer Cortex
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BDNF, Brain-derived neurotrophic factor

COMT, Catechol-O-Methyltransferase
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IRTG, International Research Training Group
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MPFC, medialer Prafrontalkortex

OFC, orbitofrontaler Préfrontalkortex
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VLPFC, ventrolateraler Prafrontalkortex
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chiatrie an der HHU Diisseldorf (1998-2004). In Osterreich forschte
sie am Kompetenzzentrum fiir Hochfeld-MR an der medizinischen
Universitdt Wien (2002-2005).

Seit 2005 ist sie an der Uniklinik der RWTH Aachen leitende Psycho-
login der Klinik fiir Psychiatrie, Psychotherapie und Psychosomatik.
2008 erhielt sie den Ruf auf die W3-Professor ,,Neuropsycholo-
gische Geschlechterforschung®, seither folgten weitere Rufe an
andere Universitaten (2007 W2 Universitat Wiirzburg, 2013 W3
Universitat Gottingen, 2017 W3 Universitdt Dresden).

Uber ihr Lehr- und Forschungsgebiet hinaus engagiert sie sich im
RWTH Strategierat und unterstiitzt als Rektoratsbeauftragte fiir die
Ldander USA und Kanada die internationalen Beziehungen der RWTH.
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Zusammenfassung: Die Nationale Akademie der Wissen-
schaften Leopoldina engagiert sich auch im Bereich der
Neurowissenschaften. Insbesondere im internationalen
Austausch ist dieses Fachgebiet ein gefragtes Themen-
feld: Beispiele hierfiir sind die regelmaf3ig durchgefiihr-
ten bilateralen Symposien mit israelischen und indischen
Partnern, die unter der gemeinsamen wissenschaftlichen
Federfiihrung von Mitgliedern der Leopoldina und der
jeweiligen Partnerakademie entstehen und die im Fol-
genden kurz vorgestellt werden. Aufierdem unterstiitzt
die Leopoldina junge Wissenschaftlerinnen und Wissen-
schaftler bei ihrem weiteren Werdegang mit einem eige-
nen Stipendienprogramm, mit dem auch immer wieder
Neurowissenschaftlerinnen und -wissenschaftler gefor-
dert werden.

Schliisselworter: Nationale Akademie der Wissenschaften
Leopoldina; Neurowissenschaften; Stipendienprogramm;
Israel; Indien

Einleitung

Die neurowissenschaftliche Forschung in Deutschland
verfiigt iiber ein weitgespanntes Netz an internationalen
Kontakten und Kooperationen. Die Leopoldina ist als Na-
tionale Akademie die Stimme der deutschen Wissenschaft
im internationalen Akademien-Dialog sowie in der glo-

*Korrespondenzautoren: Jan Nissen, Nationale Akademie der Wis-
senschaften Leopoldina, Jdgerberg 1, 06108 Halle (Saale), E-Mail:
Jan.Nissen@leopoldina.org

Ruth Narmann, Nationale Akademie der Wissenschaften Leopol-
dina, Jdgerberg 1, 06108 Halle (Saale), E-Mail: Ruth.Narmann@
leopoldina.org

Andreas Clausing, Nationale Akademie der Wissenschaften Leopol-
dina, Jdgerberg 1, 06108 Halle (Saale), E-Mail: Andreas.Clausing@
leopoldina.org

balen wissenschaftsbasierten Beratung von Politik und
Offentlichkeit. Mit hochkaritig besetzten Symposien,
Vortrdgen und Stipendienprogrammen fordert sie die wis-
senschaftliche Zusammenarbeit auf internationaler Ebene
und bindet dabei Mitglieder und externe Experten in viel-
faltiger Weise ein — unter anderem auch auf dem Gebiet
der Neurowissenschaften. Zu den Mitgliedern der Leopol-
dina zdhlen aktuell ca. 1.500 Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftler aus dem In- und Ausland. Davon geh6ren
113 Mitglieder den Sektionen ,,Neurowissenschaften“ und
»Psychologie und Kognitionswissenschaften® an.

Die Leopoldina kooperiert auf dem Gebiet der Neu-
rowissenschaften insbesondere mit Wissenschaftsaka-
demien in Israel und Indien. Die Férderung des wissen-
schaftlichen Austauschs und der bilateralen Vernetzung
stehen im Fokus dieser Aktivitdten. Seit 2008 organisier-
ten Mitglieder der Leopoldina und der Israel Academy of
Sciences and Humanities (Israel Academy) fiinf neuro-
wissenschaftliche Symposien. Dabei befassten sich die
beteiligten Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler mit
Forschungsthemen wie mikrobieller Pathogenese, neuro-
degenerativen Erkrankungen und der Funktion von Ner-
venzellen und Synapsen. Das sechste Symposium wird im
Mai 2018 in Berlin ausgerichtet. Die Leopoldina und die
Israel Academy unterzeichneten 2013 ein Partnerschafts-
abkommen, um ihre Zusammenarbeit langfristig zu ver-
tiefen. Hiervon profitiert auch die neurowissenschaftliche
Tagungsreihe, die inzwischen ein fester Bestandteil der
deutsch-israelischen Akademienkooperation ist.

Mit der Indian National Science Academy (INSA) ar-
beitet die Leopoldina im Rahmen eines Kooperationsab-
kommens bereits seit 2007 eng zusammen. Seit 2015 liegt
bei den gemeinsamen Symposien in Indien und Deutsch-
land der thematische Schwerpunkt auf den Neurowissen-
schaften. Dieses Gebiet wird in Indien zwar auf hohem Ni-
veau, aber noch nicht in verbreitetem Umfang bearbeitet,
doch besteht bei Forschern und Nachwuchswissenschaft-
lern grofles Interesse und die Community wachst stetig.
Zentren wie das National Brain Research Centre (NBRC) in
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der Ndhe von Delhi spielen dabei eine wichtige Rolle. 2015
lag der Schwerpunkt bei einem interdisziplindren Sympo-
sium in Hyderabad auf dem Zusammenhang von Gehirn
und Sprache. 2016 diskutierten Vertreter der Psychologie,
der Genetik, der Neurobiologie sowie der computerge-
stiitzten Neurowissenschaften in Hyderabad das ,,Sehen*
als eine der komplexesten Sinneswahrnehmungen. Im
Spatherbst 2017 wird die Reihe in Hyderabad fortgesetzt,
dann zum Thema ,,The Challenge to Learn: New Approa-
ches to Study the Problem of Stability vs. Stability in the
Brain“. Langerfristiges Ziel der Aktivitdten von Leopoldina
und INSA ist die Wegbereitung fiir eine deutsch-indische
Plattform “Neurowissenschaften®.

Die Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchses
ist der Leopoldina ein besonderes Anliegen. So 1adt sie zu
ihren neurowissenschaftlichen Symposien Nachwuchs-
wissenschaftlerinnen und -wissenschaftler ein, die in
Poster-Sessions, Vortragen und Diskussionsrunden ihre
Forschung prdsentieren und mit bekannten Experten
diskutieren kénnen. Die Neurowissenschaftliche Gesell-
schaft fordert seit 2015 mit einem Stipendienprogramm
die Teilnahme deutscher Nachwuchswissenschaftler an
der neurowissenschaftlichen Tagungsreihe der Leopol-
dina und der Israel Academy. Die Leopoldina ermoglicht
jungen Neurowissenschaftlerinnen und -wissenschaftlern
dariiber hinaus mit eigenen Stipendienprogrammen Auf-
enthalte an renommierten Forschungsinstitutionen im
Ausland (siehe Exkurs).

Exkurs

Das Leopoldina-Forderprogramm bildet seit dem Jahr
1991 eine zentrale Position der Nachwuchsforderung der
Akademie. Gefordert werden junge Wissenschaftlerinnen
und Wissenschaftler, die mit Aufenthalten an den fach-
spezifisch renommiertesten Forschungsstdtten im Aus-
land die eigene Spezialisierung und Profilierung im aka-
demischen Werdegang vorantreiben modchten. Bewerben
konnen sich exzellente Personen nach der Promotion, die
dann individuell unterstiitzt und weiter qualifiziert wer-
den und die die kommende Generation in Forschung und
Lehre in Deutschland darstellen kénnen [http://www.le-
opoldina.org/de/foerderung/das-leopoldina-foerderpro-
gramm/]. Mehr als 475 Personen konnten bisher von der
Leopoldina unterstiitzt werden, iiber 360 Personen seit
1997 mit einer Postdoc-Forderung.

Besucht werden weltweit renommierte Forschungs-
statten und Gastgeber. Die Hauptziele fiir die Auslands-
aufenthalte liegen in den USA und Kanada, gefolgt von

Dr. Jan Nissen et al.: Leopoldina férdert die neurowissenschaftliche Kooperation auf internationaler Ebene = 257

Aufenthalten tiberwiegend in EU-Staaten, am haufigsten
in Grof3britannien, sowie der Schweiz. Regelmaflig liegen
Antrédge aus den Bereichen Neurobiologie, Neuropsycho-
logie und Kognitionswissenschaften vor. Der Erfolg der
Forderung zeigt sich vor allem an der Berufung Ehemali-
ger auf Lehrstiihle und Professuren:

Professorin Dr. Laura Busse war als Postdoc am Smith-
Kettlewell Eye Research Institute in San Francisco in Kali-
fornien tdtig. Sie kam nach der Riickkehr zunéchst an die
Universitat Tiibingen und arbeitet nun an der LMU Miin-
chen (Systems Neurobiology).

Professorin Dr. Daniela C. Dieterich forschte am Caltech
und Howard Hughes Medical Institute in Pasadena in Kali-
fornien. In Magdeburg arbeitete sie am Leibniz-Institut fiir
Neurobiologie und wurde dann an das Institut fiir Phar-
makologie und Toxikologie der Medizinischen Fakultat
der Universitat berufen.

Professorin Dr. Nadja Freund besuchte fiir die Postdoc-
Phase die Harvard Medical School und kehrte dann an
die Universitadt Tiibingen zuriick. 2016 wurde sie Junior-
professorin an der Ruhr-Universitdt Bochum fiir den For-
schungsbereich Psychoneuroimmunologie.

Professor Dr. Tobias Donner war an der New York Uni-
versity als Stipendiat beschéftigt, danach als Assistent
Professor an der Universitdt Amsterdam und folgte dann
dem Ruf an das Uniklinikum Hamburg-Eppendorf in das
Institut fiir Neurophysiologie und Pathophysiologie.

Professor Dr. Robert Kumsta ging an das Institute of Psy-
chiatry des King’s College in London und an die School of
Psychology der Universitdt Southhampton. Er habilitierte
sich an der Universitdt Freiburg und wurde an die Univer-
sitdat Bochum fiir den Schwerpunkt Genetic Psychology
berufen.

Professor Dr. Andreas Schifer wihlte das University
College in London fiir sein Postdoc-Projekt und arbeite-
te anschlielend als Nachwuchsgruppenleiter am Max-
Planck-Institut fiir medizinische Forschung in Heidelberg.
Zuriick in London ist er Professor am University College
sowie Projektleiter am Francis Crick Institut.
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reich von Philosophie und Hirnforschung
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Steve Ayan Hisg.

Mensch

Gehim&

Im letzten Jahrhundert hat der damalige amerikanische
Pradsident die 90er Jahre zur ,,decade of the brain“ aufge-
rufen — Hirnforschung wurde geférdert und in der breiten
Offentlichkeit prasentiert.

Dieses goldene Jahrzehnt hat Friichte getragen: Die
Neurowissenschaften wurden von vielen als die neue
Leitwissenschaft angepriesen (wobei mir scheint, dass die
Neurowissenschaftler und Neurowissenschaftlerinnen
selber mit diesem Begriff eher Schwierigkeiten hatten).
Forschungsmittel haben zugenommen und auch das o6f-
fentliche Interesse. Der Diskurs iiber die Neurowissen-
schaften wuchs iiber die Fachgrenzen hinaus, sowohl
iiber die nahen Grenzen, die heute kaum noch als Grenzen
zu erkennen sind (etwa zur Psychologie), als auch tiber
weiter entfernte. Insbesondere die Philosophie, deren
Uberlappung mit den Neurowissenschaften friiher allein
in der Erkenntnistheorie und Wissenschaftsphilosophie
zu suchen war, beschiftigt sich inzwischen stark mit den
Begriffen der Hirnforschung, eine Beschiftigung, die bis
in die Definition einzelner Begriffe hineingeht. Im Oktober
2004 haben elf Neurowissenschaftler ,,Das Manifest” in
der Zeitschrift ,,Gehirn & Geist“ vertffentlicht, unter ihnen
Gerhard Roth, Hannah Monyer, Heiko Luhmann, Angela
Friederici und Randolf Menzel. Eine Bestandesaufnahme
der damaligen Zeit und eine Projektion in die Zukunft, was
noch von der Neurowissenschaft zu erwarten sei. ,,Das Ma-
nifest* hat in der 6ffentlichen Diskussion Furore gemacht:

Die Feuilletons der Zeitungen haben iiber lange Zeit dieses
Thema als wiederkehrende Diskussion aufgegriffen — mit
Urteilen von ,,Meisterwerk“ bis zu ,Anmafiung“ war al-
les dabei. Die Neurowissenschaften waren mitten in der
Gesellschaft angekommen, und quer zu den Disziplinen
prdsent. Der Zeitschrift ,,Gehirn und Geist“ ist es damit ge-
lungen, sich stark in dieser Diskussion zu positionieren.

Tatsdchlich hatte die Zeitschrift schon seit ihrer ersten
Ausgabe 2002 immer wieder den Grenzbereich zwischen
den Disziplinen thematisiert und insbesondere auch phi-
losophische Fragen aufgegriffen. Was ist Bewusstsein?
Wie steht es mit dem freien Willen? Sprache? Moral? Tier-
versuche? Diese Beitrdge sind nun in einem redigierten
Sammelband erschienen: 45 kurze Artikel aus der So-
ziologie, der Psychologie, der Philosophie, von Wissen-
schaftlern oder Fachjournalisten geschrieben. Die The-
men sind breit gefdchert: Julian Nida-Riimelin fragt ,Was
ist gerecht?”, John Searle gibt ein Interview und liefert
die Erkenntnis ,,Wir sind biologische Apparate®, Joachim
Retzbach befasst sich mit Neuroenhancement, Jan Slaby
spricht in ,,Ein Organ allein denkt nicht“ iiber die Kon-
flikte zwischen Neurowissenschaften und Philosophie.
Katrin Amundts und Gerhart Roth iiberlegen, was aus
dem ,,Manifest* geworden ist, und ziehen das Fazit: viele
Kontroversen seien durch iiberspitztes Lesen des Textes
entstanden, der Text selber sei demgegeniiber eher zahm
gewesen. Schade, dass ,,Das Manifest“ selber nicht in den
Sammelband aufgenommen wurde — vielleicht wéare das
eine Anregung fiir die néchste Auflage. Ubersichtsartikel
zu den neurowissenschaftlichen Grundlagen sind oft von
Wissenschaftsjournalisten verfasst — es fallt auf, dass die
Neurowissenschaftler selber kaum zu Wort kommen, und
wenn, dann eher in einer Metaebene, also bei der Reflek-
tion iiber die Diskussion zu den Themen, die durch die
Forschung aufgeworfen und in den Medien aufgegriffen
werden. Beitrdge zu der (eigenen) neurowissenschaftli-
chen Forschung waren da willkommen gewesen.

Der Herausgeber und Redakteur von Gehirn und Geist,
Steve Ayan, hat die Artikel redigiert und in drei grof3e Be-
reiche gegliedert: Sprache und Denken, Bewusstsein und
Willensfreiheit, Gut und Bése. In ,,Sprache und Denken*
lesen wir iiber ,,das Denken® an sich (inklusive Ratgeber:
10 Tipps um besser zu denken). Christian Wolf, Philosoph
in Berlin, betrachtet die Sprache der Hirnforscher und
attestiert ihr, eine Mischung aus Fachjargon und Alltags-
sprache zu sein. Das geht z. T. in Richtung ,Wortpolizei* -
also der Forderung, dass Hirnforscher bestimmte Begriffe
nicht nutzen sollten (so sollte man nicht davon sprechen,
dass das Gehirn ,,Informationen verarbeitet®, weil damit
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die Assoziation an einen Computer geweckt wird). Das
mag iibertrieben sein, aber die Feststellung, dass sprach-
liche Begriffe das Denken beeinflussen, ist richtig — denn
die Worter fiihren zu Assoziazionen, die Fragen aufwer-
fen. Er zitiert Bennett und Hacker: Wenn man (bildlich
gesprochen) vom Fuf3 eines Berges spricht, dann benutzt
man eine Metapher. Diese wird zu einem Problem, wenn
man nach dem Schuh des Berges sucht — was aber durch-
aus passieren kann, wenn man sich von der Metapher
nicht 16sen kann. Allein, am Ende wird das Kind mit dem
Bade ausgeschiittet, wenn nicht nur die Begriffe, sondern
auch die Erkenntnisse der Neurowissenschaften abge-
lehnt werden. In der Gesamtschau der Artikel bin ich mir
letztlich nicht sicher, ob die Kritik und die Missverstidnd-
nisse, die in den Beitrdgen aus der Philosophie erschei-
nen, nicht darauf beruhen, dass die neurowissenschaft-
liche Originalliteratur nicht als Quelle verwendet wird,
sondern die Sekundarliteratur. Der ,,Hype“ mit seinen
Uberbewertungen entsteht vielleicht stufenweise, vom
Artikel, {iber den ,,News and Views“, zur Tageszeitung.
Auch aus diesem Blickwinkel ist das hier rezensierte Buch
interessant: Ich erfahre, wie die Neurowissenschaft und
deren Begriffe durch den Bezug auf die Sekundarliteratur
(die notwendigerweise oberflachlich ist) missverstanden
werden und iiberlege, ob mir das vielleicht in die ande-
re Richtung gerade auch passiert, wenn ich in dem Buch
die Beitrdge der Philosophen lese, die ihre Sprache fiir ein
breiteres Publikum vereinfacht haben? Solche Perspektiv-
wechsel erzeugen bei der Lektiire so manche erfrischende
Einsicht. Der Band enthilt einen Artikel mit ,,9 Ideen fiir
eine bessere Neurowissenschaft“, die nach mehr Transpa-
renz, strengeren Qualitétskriterien, bis hin zu ,,wir brau-
chen eine umfassende Theorie des Gehirns“ reichen. Am
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Ende des Buches wird in mehreren Artikeln die Problema-
tik der Tierversuche aufgegriffen — inklusive eines Streit-
gesprachst zwischen dem Philosophen Klaus Peter Rippe
(der, wenn ein Hund und ein Mensch am ertrinken sind,
je nach Situation auch den Hund als erstes retten wiirde),
und Wolf Singer (der in der menschlichen Fahigkeit, Ka-
thedralen zu bauen, einen kategorialen Unterschied zu
den Tieren sieht).

Zusammenfassend kann man sagen, dass dies ein
spannender Sammelband ist, vor allem, weil Fragen zu-
sammengestellt wurden, die aktuell diskutiert werden,
und durch die vielfaltigen Blickwinkel die Widerspriiche
in den Diskussionen erkennbar werden. Von Tierversu-
chen, iiber freien Willen, zur Sprachregelung und den Be-
grifflichkeiten — bei der Lektiire der Beitrdage versteht man,
warum diese Themen spannend sind und warum wir uns
so oft missverstehen. Als Neurowissenschaftler lernen wir
in dem Buch nicht viel Neues iiber das Gehirn, aber viel
dariiber, wie wir von anderen Disziplinen, insbesondere
von der Philosophie aus, gesehen werden — und dass der
Dialog vertieft werden muss. Als Laie lernt man aber doch
einiges tiber das (menschliche) Gehirn, iiber die Faszina-
tion, nach den Mechanismen des Denkens zu suchen, und
iiber die Komplexitat des Nervensystems: Es gibt noch viel
zu erforschen.

Steve Ayan (Hrsg.): Riitsel Mensch — Expeditionen im
Grenzbereich von Philosophie und Hirnforschung.
Springer, Heidelberg: 2017, 353 Seiten

ISBN: 978-3-662-50326-3 (Softcover)

19,99 €

ISBN: 978-3-662-50327-0 (eBook)

14,99 €



DE GRUYTER

Neuroforum 2017; 23(4): 261-263

Nachruf

Thomas Deller*, Robert Nitsch* und Gaby Rune*

Prof. Dr. med. Dr. h.c. Michael Frotscher

Griindungsmitglied und 1. Prasident der Neurowissenschaftlichen Gesellschaft

https://doi.org/10.1515/nf-2017-0033

Am 27. Mai 2017 ist Prof. Dr. med. Dr. h.c. Michael Frot-
scher im Alter von nur 69 Jahren plétzlich und unerwar-
tet verstorben. Michael Frotscher wurde am 3. Juli 1947 in
Dresden geboren. Er studierte Medizin an der Humboldt-
Universitat zu Berlin und war nach seiner Promotion im
Jahr 1973 von 1974 bis 1979 als Assistent am Institut fiir
Anatomie beschéftigt. Wahrend dieser Zeit verbrachte er
Forschungs- und Arbeitsaufenthalte an der Semmelweis-
Universitadt in Budapest, wo er in Kontakt mit Janos Szen-
tagothai und Wissenschaftlern der ungarischen Schule
der Neuroanatomie und Neurowissenschaften kam. Diese
Zeit pragte ihn und war verbunden mit der Einsicht, dass
neurale Strukturen und ihre Funktionen eine untrennbare
Einheit bilden.

Michael Frotscher fliichtete 1979 aus der DDR, um
seinen Forschungen in Freiheit nachgehen zu koénnen.
Nach seiner Flucht arbeitete er zundachst am Max-Planck-
Institut fiir Hirnforschung in Frankfurt am Main, wo ihm
die Goethe-Universitdt Frankfurt am Main 1981 die Venia
legendi fiir das Fach Anatomie verlieh. Nach einer kurzen
Zeit als C2-Professor in Heidelberg iibernahm er 1983 eine
C3-Professur an der Dr. Senckenbergischen Anatomie in
Frankfurt am Main. In dieser Zeit ging er mehrfach zu For-
schungsaufenthalten an die Yale Universitdt. Von 1989 bis
2011 war er Direktor der Abteilung fiir Neuroanatomie des
Instituts fiir Anatomie und Zellbiologie der Albert-Lud-
wigs-Universitat Freiburg. Ab 2011 leitete Michael Frot-
scher das Institut fiir Strukturelle Neurobiologie am Zen-
trum fiir Molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH) des

Korrespondenzautoren: Thomas Deller, Institut fiir Klinische
Neuroanatomie, Dr. Senckenbergische Anatomie, Theodor-
Stern-Kai 7, 60590 Frankfurt/Main, Deutschland, E-Mail:
t.deller@em.uni-frankfurt.de

Robert Nitsch, CEO/Medical Director, University Medical Center
Miinster, Albert-Schweitzer-Campus 1, Bldg. D 5, 48149 Miinster,
Deutschland, E-Mail: robert.nitsch@ukmuenster.de

Gaby Rune, Institut fiir Neuroanatomie, Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf, Gebdude N61, Martinistr. 52, 20246 Hamburg,
Deutschland, E-Mail: rune@uke.de

Universitatsklinikums Eppendorf. 2015 wurde er Direktor
des Zentrums.

Michael Frotscher war Wissenschaftler aus Berufung.
Er war fasziniert von der engen Beziehung, die zwischen
neuralen Strukturen und ihren Funktionen besteht. Diese
Struktur-Funktions-Zusammenhidnge untersuchte er vor-
wiegend in der Hippokampusformation, die fiir ihn auf-
grund ihrer klaren Strukturen, Konnektivitdt und ihrer Re-
levanz fiir Lernen und Geddchtnis einen besonderen Reiz
ausiibte. Er fragte sich insbesondere, wie Entwicklungs-
prozesse zu einer derart geschichteten Hirnstruktur fiih-
ren konnen (Frotscher und Heimrich, 1993; Forster et al.,
2006) und untersuchte die entwicklungsgeschichtliche
Bedeutung von Cajal-Retzius-Zellen und Reelin (Del Rio et
al., 1997; Forster et al., 2002; Frotscher, 2010; Chai et al.,
2016). Ein zweiter wissenschaftlicher Schwerpunkt war
die strukturelle Plastizitdt reifer Synapsen. Die Fahigkeit
von Synapsen zu strukturellen Veranderungen war erst
in den 60er Jahren des vergangenen Jahrhunderts experi-
mentell bewiesen worden und Michael Frotscher war be-
geistert davon, dass — anders als Ramon y Cajal zunéchst
vermutet hatte — Synapsen im Nervensystem durchaus zur
Verdanderung und sogar zur Neubildung in der Lage sind.
So interessierte er sich fiir die strukturellen und funktio-
nellen Verdnderungen von Synapsen unter verschiedenen
experimentellen Bedingungen und nutzte dabei moderns-
te zellbiologische Methoden (Markram et al., 1997; Vida
und Frotscher, 2000; Deller et al., 2003; Kretz et al., 2004;
Guzman et al., 2016). Obwohl sein Hauptaugenmerk der
Grundlagenforschung galt, behielt er auch im Auge, dass
seine Forschungen dazu beitragen konnen, Reparaturme-
chanismen im Nervensystem zu verstehen und untersuch-
te die Reorganisation des Gehirns nach einer Schadigung
(Nitsch und Frotscher, 1992; Frotscher et al., 1997) und
strukturelle Verdnderungen im Hippokampus von Epilep-
siepatienten (Haas et al., 2002). Mit dem Wechsel an das
ZMNH in Hamburg kehrte Michael Frotscher methodisch
zur Elektronenmikroskopie zuriick, mit der er bereits als
junger Doktorand seine Karriere begonnen hatte. Mittels
Kryosubstitution und postembedding Immunogold-Ver-
fahren klarte er die molekulare Anatomie hippokampaler
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Synapsen mit einer bislang nicht gesehenen Qualitdt und
Genauigkeit auf (Studer et al., 2014). Im Mai 2017 war er
keinesfalls miide, die Antworten auf seine Fragen zu su-
chen und er hitte dies mit Begeisterung noch fiir viele
weitere Jahre getan.

Fiir Michael Frotscher war das wissenschaftliche Um-
feld von grof3er Bedeutung. Er interagierte mit anderen Ar-
beitsgruppen und forderte interdisziplindre Arbeit ein. Er
gestaltete sein wissenschaftliches Umfeld aktiv und enga-
gierte sich in zahlreichen Forschungskonsortien. Bereits
wahrend seiner Zeit in Frankfurt war er Mitglied des SFBs
269 (Molekulare und zelluldre Grundlagen neuronaler Or-
ganisationsprozesse). Mit seinem Wechsel nach Freiburg
griindete er den SFB 505 (Neuronale Differenzierung und
Neurotransmission), dessen Sprecher er bis zum Ende der
Forderung 2007 blieb. Er war Mitbegriinder des Transre-
gio TR-3 (Mesiale Temporallappen-Epilepsien), des SFB
780 (Synaptische Mechanismen neuronaler Netzwerk-
funktion) und der Forschergruppe 2419 (Plastizitit versus
Stabilitdt). An seinen Tatigkeitsorten wirkte er konstruktiv
gestaltend in sein Umfeld hinein und er wurde fiir seine
integrativen Fahigkeiten sehr geschitzt.

Michael Frotscher war ein inspirierender akade-
mischer Lehrer. Er iibte eine starke Faszination auf die
Menschen seiner Umgebung aus, die sich von seinen
wissenschaftlichen Ideen begeistern lieflen. Bemerkens-
wert war seine Fdhigkeit, selbst hochkomplexe Zusam-
menhédnge verstdndlich, nachvollziehbar und interessant
darzustellen. Er wurde fiir seine Lehrtédtigkeiten mehr-
fach ausgezeichnet und schrieb Standardlehrbiicher der
Neuroanatomie. Er lief3 es sich nicht nehmen, mit der
Hauptvorlesung in Neuroanatomie ,einen Punkt zu ma-
chen”, wie er gerne sagte. Sein Charisma zog eine Reihe
von ,,Schiilern“ an, die ihm in die Neurowissenschaften
folgten. Dabei hat sein Denken nicht nur seine ,,Schiiler”,
sondern noch seine ,Enkelgeneration“ gepragt, die als
»Schiiler” seiner ,,Schiiler bereits akademisch erfolgreich
sind. Erst vor einem Jahr wurde ihm von vier ,,Schiilern®
und ,,Enkeln“ eine gemeinsame Publikation in Develop-
mental Cell gewidmet (Liu et al. 2016), die auf dem von
Michael Frotscher geprdgten Denken iiber die enge Ver-
kniipfung von Struktur und Funktion neuronaler Systeme
basiert. Michael Frotscher freute sich sehr iiber den Erfolg
der ,,Frotscher-family“; das zeichnete ihn in besonderer
Weise aus.

Die Arbeit in akademischen und wissenschaftlichen
Gremien war fiir Michael Frotscher ein Mittel, um die Wis-
senschaftslandschaft in Deutschland aktiv mit zu gestal-
ten. Er war Griindungsmitglied und erster Prasident der
Neurowissenschaftlichen Gesellschaft (1993), Mitglied
(seit 1995) und Senator der Leopoldina und Vorsitzender
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der Anatomischen Gesellschaft (1999). Er war in zahlrei-
chen Beirdten tatig und hatte iiber viele Jahre Funktionen
in der Deutschen Forschungsgemeinschaft inne. Dort
wirkte er zunéchst als Fachgutachter, dann als Mitglied
und Vorsitzender des Fachkollegiums Neurowissenschaf-
ten, und schlief3lich als Mitglied des Senatsausschusses
fiir Sonderforschungsbereiche mit. Sein wissenschaftli-
ches Engagement war nicht auf Deutschland begrenzt.
So wurde er auch in anderen Landern als fairer Gutachter
und Mitglied zahlreicher internationaler Fachgesellschaf-
ten geschatzt. Er war Editor von Experimental Brain Re-
search und Mitglied in Editorial Boards hochangesehener
Fachzeitschriften, u. a. Journal of Neuroscience, Journal of
Comparative Neurology und Hippocampus.

Michael Frotscher erhielt fiir seine akademischen
und wissenschaftlichen Verdienste zahlreiche Preise
und Auszeichnungen, darunter den Bargmann-Preis der
Anatomischen Gesellschaft (1992), den Gottfried Wilhelm
Leibniz-Preis (1993), den Max-Planck-Forschungspreis
(2000), den Landesforschungspreis Baden-Wiirttemberg
(2001), den Ernst Jung-Preis (2002), sowie die Hertie-Se-
nior-Forschungsprofessur (2007). Im Jahre 2009 wurde er
mit der Ehrendoktorwiirde der Goethe-Universitidt Frank-
furt am Main ausgezeichnet. Die Wissenschaftsgemein-
schaft nahm im Rahmen einer akademischen Trauerfeier
in Hamburg am 16.06.2017 von ihm Abschied. Vertreter
des UKE Hamburg, Weggefdhrten und herausragende Ver-
treter deutscher Wissenschaftsorganisationen wiirdigten
seine zahlreichen Verdienste fiir die Wissenschaft im All-
gemeinen und fiir die Neurowissenschaften im Speziellen.

Am 01.09.2017 fand am Institut fiir Neuroanatomie
des UKE Hamburg ein Gedachtnissymposium zu Ehren
von Michael Frotscher statt. Dieses Symposium, das ur-
spriinglich als Geburtstagssymposium geplant war — Mi-
chael Frotscher ware am 03.07.2017 70 Jahre alt gewor-
den - brachte viele seiner Freunde und Weggefdhrten
zusammen. Michael Frotscher wurde an diesem Tag, ganz
so wie er es sich auch fiir sein Geburtstagssymposium ge-
wiinscht hatte, mit ausgezeichneten wissenschaftlichen
Vortrdgen geehrt. Unter dem Titel ,,Neurons, Synapses
and Circuits Involved in the Processing of Information
from the Entorhinal Cortex® horten mehr als einhundert
Teilnehmer Vortrdge zur Funktion von grid cells (Hannah
Monyer, Heidelberg; Menno Witter, Trondheim; Michael
Brecht, Berlin), kortikalen Netzwerken (Heinz Beck, Bonn;
Marlene Bartos, Freiburg; Jorg Geiger, Berlin; Andreas
Draguhn, Heidelberg; Jochen Staiger, G6ttingen), Moo-
szellen und Interneuronen (Helen Scharfman, New York;
Alexander Drakew, Hamburg; Peter Somogyi, Oxford) und
Synapsen (Thomas Oertner, Hamburg; Roger Nicoll, San
Francisco; Robert Nitsch, Miinster; Johannes Vogt, Mainz;
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Thomas Deller, Frankfurt). Dabei wurde offensichtlich,
wie vielfdltig Michael Frotscher in die nationale und inter-
nationale Wissenschaftsgemeinschaft hineingewirkt und
die wissenschaftliche Entwicklung von jungen Forschen-
den beeinflusst und immer wieder ausschlaggebend mit-
geprdgt hat.

Wir behalten Michael Frotscher als aulergewéhnlichen
Neurowissenschaftler, Anatomen, Weggefdahrten, Lehrer
und Mentor, Vorbild und guten Freund in Erinnerung.
Wir sind dankbar fiir das, was er uns mit auf unseren Weg
gegeben hat, fiir seine Inspirationen sowie fiir seine kon-
struktive Kritik. Seine wissenschaftlichen Entdeckungen
und Erkenntnisse, seine wissenschaftliche Schule und die
grofle Zahl der von ihm ausgebildeten Studierenden sind
sein bleibendes Vermdchtnis. Seine Stimme wird fehlen -
auf unseren Tagungen, aber auch und ganz besonders
dort, wo er sich in seinen vielfdltigen Funktionen enga-
giert fiir die Neurowissenschaften einsetzte.

Prof. Dr. Thomas Deller, Frankfurt
Prof. Dr. Dr. Robert Nitsch, Miinster
Prof. Dr. Gaby Rune, Hamburg

(in alphabetischer Reihenfolge)
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Symposia dealing with all areas
of neuroscience research are invited.
The applicant should submit a proposal
containing the title of the planned
symposium, the name(s) and address(es)
of the organizer(s), a short description
of the aims of the symposium and the

names, addresses and topics of the
speakers to be invited. The NWG strives

to increase the proportion of women
as organizers and speakers of symposia.
The gender distribution within each
proposal will therefore be one selection
criterion. The application must be
submitted via the Society's website:
http:/nwg.glia.mdc-berlin.de

£ Thirteenth Goéttingen Meeting
of the German Neuroscience Society

March 20-23, 2019

Stipends:

The German Neuroscience Society will provide stipends for
young qualified researchers. Details will be announced at
www.nwg-goettingen.de/2019/

The programmes of the
last meetings are available at
www.nwg-info.de/meetings/jahrestagung/archive

Program Committee: Local Organizer:
Prof. Dr. Eckhard Friauf (Chair) Prof. Dr. Martin Gopfert
2 Prof. Dr. Ansgar Blischges Zelluldre Neurobiologie
Prof. Dr. Ricarda Diem Schwann-Schleiden-Forschungszentrum
Prof. Dr. Martin Gépfert Julia-Lermontowa-Weg 3
Prof. Dr. Benedikt Grothe 37077 Géttingen
Prof. Dr. Matthias Kneussel mgoepfe@gwdg.de

Prof. Dr. Hanspeter Mallot
Prof. Dr. Albert Christian Ludolph
Prof. Dr. Angelika Richter
Prof. Dr. Christine Rose

Organization:
Neurowissenschaftliche Gesellschaft e.V.
Max Delbrueck Center for Molecular Medicine (MDC)

NEUROWISSENSCHAFTLICHE Q

...... ' WSELLSCHAFT -

Prof. Dr. Stefan Rotter Berlin-Buch
L L Robert Roessle Str.10
Prof. Dr. Christian Steinhduser 13092 Berli
Prof. Dr. Petra Wahle erin
Germany

Prof. Dr. Christian Wegener

Phone: +49 30 9406 3127
Fax: +49 30 9406 2813
E-Mail: korthals@mdc-berlin.de
Homepage: www.nwg-info.de

Gestaltung: Eta Friedrich, www.et-a.de, Abbildung: Marina Matyash, MDC
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Gottinger Jahrestagung 2017 — bewdhrt und

beliebt

Nach dem Spiel ist vor dem Spiel: gerade ist die Auswer-
tung und Nachbereitung der Gottinger Tagung 2017 zu
einem Abschluss und dem vorliegenden Bericht gelangt,
da erscheint zeitgleich schon wieder der Call for Sympo-
sia fiir die ndchste Tagung 2019 in derselben Neuroforum-
Ausgabe. Das ist aber auch gut so, denn der Bericht kann
nur Positives vermelden und motiviert somit hoffentlich
zur Beteiligung an der ndchsten Tagung, die vom 20. — 23.
Marz 2019 stattfinden wird.

In diesem Jahr hatte die NWG vom 18. — 21. Mdrz nach
Gottingen eingeladen, zum 12. Mal. In der Liste der Neuro-

biologentagungen, aus denen die Tagung hervorgegangen
ist, wére es die 36ste gewesen. Verglichen mit dem Vorjahr
blieb die Teilnehmerzahl stabil, was erfreulich ist, da in
der neurowissenschaftlichen Kongresslandschaft eher ein
Trend weg von den multidisziplindren hin zu fachspezifi-
schen Meetings zu beobachten ist. Auch sonst waren kei-
ne nennenswerten Abweichungen von der letzten Tagung
zu beobachten. Auch wenn ca. 80 % der Teilnehmer aus
dem Inland kamen, hatte sie doch das Flair eines inter-
nationalen Meetings mit Teilnehmern aus 39 auch nicht-
europaischen Landern.

Scientific Program

Plenary lectures

Symposia

Poster Sessions

Student presentations in symposia

Relevance of poster topics

Workshops

Active involvement of chairpersons

Didactical preparation of presentations

Relevance of program for your own work
Opportunities for discussion

Prevention of overlapping program parts and sessions
Diversity of topics

Balance between basic neurcscience and clinical neuroscience
Compliance of speakers with allotted presentation time
Application of (multi-Jmedia

Relevance of program for neuroscience in general
Reputation of meeting in the international science community
International reputation of lecturers

Lenght of sessions / lectures

Room allocation

Accuracy of starting times

M Excellent ™ good

satisfactory W poor Mvery poor

100%

Abb. 1: Bewertung des wissenschaftlichen Programms durch die Teilnehmer
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W Gotlinger Tagung 2017

Gottinger Tagung 2015
M Gittinger Tagung 2013
M NWG-Sektionen

Abb. 2: Vergleich der Sektionsstdrke innerhalb der NWG mit der Reprdsentanz auf den Gottinger Tagungen 2013 - 2017

Die Auswahl der Hauptredner und Symposien fand
grofien Anklang bei den Teilnehmer, lediglich 3 % bewer-
teten beides in der Teilnehmerumfrage mit ungeniigend.
Bei den Symposien ist die Qualitdt auch der grof3en An-
zahl an Vorschlédgen (82) geschuldet, aus denen das Pro-
grammkomitee 2017 auswahlen konnte. Dies ist sicherlich
zum Teil auf die friihzeitige Bewerbung der Tagung bei
den SFBs, GRKs und Forschergruppen zuriickzufiihren.
Auch die Themenvielfalt des Programms, die internatio-
nale Reputation der Sprecher und der Tagung als Ganzes
wurden zu iiber 80 % mit exzellent bis gut bewertet. Fiinf
der sieben Hauptredner waren aus dem Ausland, ebenso
etwa die Hélfte der Redner in Symposien (94 von 191).

Nach wie vor wurde allerdings das immer noch unausge-
wogene Verhidltnis von neurowissenschaftlicher Grund-
lagen- und Kklinischer Forschung bedauert. Hier sind die
in den klinischen Neurowissenschaften tdatigen Mitglieder
aufgefordert, aktiv zu werden, denn die klinischen Neu-
rowissenschaften liegen, wie der Vergleich der Sektions-
starken mit der Themenreprasentation auf der Gottinger
Tagung zeigt, deutlich unter ihren Moglichkeiten.

Bemerkenswert ist auch 2017 die starke Prdsenz junger
Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler unter 40 Jah-
ren mit 85 %, wobei iiber die Hélfte aller Teilnehmer sogar
jiinger als 30 Jahre ist. Somit waren auch Doktoranden die
am stirksten vertretene Berufsgruppe.

m Students

B PhD Students
H Postdoc

B Senior Postdoc
® Professor

W None

Abb. 3: Beruflicher Status der Teilnehmer
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52,2%

32,8%

m20-29
m30-39
W 40-49
m50-59
M (iber 60

Abb. 4: Altersverteilung der Teilnehmer

Es zahlt sich aus, dass sich die NWG in vielerlei Hinsicht
um diese jungen Kongressteilnehmer bemiiht: viel Zeit
im Programm fiir die Poster Sessions, die beiden Vor-
tragslots, die in jedem der 36 Symposien fiir Studenten
reserviert sind, die unschlagbar giinstigen Teilnehmer-
gebiihren fiir Studenten mit 70 Euro, Kaffeepausen und
Imbiss am Abend kostenlos, hochwertige Gewinne bei der
Passport Competition, die Verlosung eines I-Pads fiir die

Abgabe der Kongressbewertung und, last but not least,
die Géttinger Neuroparty — all diese MaBnahmen scheinen
die Gottinger Tagung fiir ein junges Publikum attraktiv zu
machen. Ein wenig bedauerlicher ist allerdings die Tatsa-
che, dass die ,,Senioren®“ der deutschen Neuroszene den
Weg nach Gottingen, wo sicherlich viele von ihnen ihre
ersten Kongresserfahrungen bei der Neurobiologentagung
gesammelt hatten, kaum mehr finden: nur 1,5 % der Teil-

Meeting Organization

Dates of congress (month, weekday, length)
Structure of program and events
Daily starting time
Breaks during the meeting
Registration fee {cost-performance-ratio)
Social program
Quality of the website
Online-registration procedure
Abstract submission procedure
Feasibility of itinerary planning
Abstract CD
Printed program booklet
Selection of multiple accommodation options
Accommodation booking procedure
Advance information via internet
Advance information via emails
Coffee points
Buffet
Atmosphere and ambience
Signposting at venue
Pre-meeting support by competent personnel
On-site support by competent personnel

W Excellent ™ good

satisfactory Wpoor

M very poor

Abb. 5: Bewertung der Organisation der Tagung durch die Teilnehmer
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nehmer sind dlter als 60 Jahre. Hier wiirde man sich wiin-
schen, dass mehr arrivierte Wissenschaftler die Tagung
durch ihre Anwesenheit bereichern und den Jungen die
Gelegenheit geben, auf Augenh6he mit den ,,Big Shots* ,
die sie sonst nur aus Publikationen kennen, zu kommu-
nizieren. Hier sollten sich die NWG-Mitglieder in diesem
Alterssegment angesprochen fiihlen.

Die Tagung wurde zum zweiten Mal in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Martin Gopfert als lokalem Or-
ganisator durchgefiihrt und die Erfahrung aus der Tagung
2015 hat die Beteiligten noch effektiver agieren lassen und
die Kooperation mit der Geschiftsstelle der NWG noch
weiter optimiert. Erfreulicherweise wird Martin Gopfert
und seine Mannschaft auch die Tagung 2019 mittragen —
never change a winning team! Die Teilnehmerbefragung
bestétigt das: im Schnitt wird die Organisation von 80 %
der Teilnehmer mit wenigstens zufriedenstellen bewertet,
von 60 % sogar mit exzellent bis gut. Lediglich das Buffet

Stipendien fiir das FENS Forum 2018

Um dem besonderen Umstand Rechnung zu tragen, dass
das FENS Forum 2018 in Berlin stattfinden wird (7. — 11.
Juli 2018), hat die NWG ihr Budget fiir Reisestipendien fiir
den Besuch dieses Forum um 50 % erhoht. Sie stellt somit
15.000 Euro fiir 30 Stipendien a 500 Euro zur Verfiigung.
Bewerben konnen sich NWG-Mitglieder im In- und Aus-
land. Die Auswahl wird von einem Gremium, das sich aus
Vorstandsmitgliedern zusammensetzt, getroffen.

Folgende Kriterien sind fiir eine Bewerbung zu erfiillen:

— Bewerben kénnen sich Doktoranden und junge Post-
docs,

— die zum Zeitpunkt der Bewerbung nicht dlter als 35
Jahre sind,

- die mit einem eigenen Beitrag teilnehmen und

— Erstautor dieses Beitrags sind und

— die NWG-Mitglieder sind, egal ob sie im In- oder Aus-
land leben und arbeiten.

DE GRUYTER

hat leider keine besonders gute Noten bekommen. Bedau-
erlicherweise hat die NWG aber hier wenig finanziellen
Handlungsspielraum aufgrund der geringen Teilnehmer-
gebiihren: {iber 60 % der Teilnehmer bezahlen nur 70 Euro
Tagungsgebiihr. Es gibt kaum eine Tagung mit dhnlich in-
ternationalem Format, die hier mithalten kann. Nur das
erfreulich grof3e Interesse der Industrieaussteller an der
Tagung (72 im Jahr 2017) ermoglicht es uns, kostenlose
Leistungen wie Kaffeepausen oder das Buffet am Abend
anzubieten. Diesen Industriepartnern gilt unser Dank
ebenso wie der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die
die Tagung mit Reisekostenzuschiissen fiir die auslandi-
schen Redner wieder grof3ziigig unterstiitzt hat.

Wie gesagt, nach der Tagung ist vor der Tagung: bitte mer-
ken sie sich den Termin der Tagung 2019 vor und halten
sie die Tage vom 20. bis 23. Méarz 2019 frei.

deration of

F E N Lumpe_: 1
Neuroscience

| Societies

Die Bewerbung hat {iber die Homepage (http://nwg-info.

de/) der NWG zu erfolgen, das Bewerbungsformular 6ffnet

Anfang Dezember 2017. Folgende Unterlagen sind entwe-

der auf Englisch oder auf Deutsch einzureichen:

— Lebenslauf (max. 1 Seite)

— Publikationsliste (falls vorhanden)

— das Abstract der beim FENS Forum prasentieren Ar-
beit

— ein kurzes Empfehlungsschreiben

Eine Bewerbung um ein Stipendium ersetzt NICHT die Re-
gistrierung fiir das FENS Forum. Diese muss unabhdngig

von der Stipendienbewerbung durchgefiihrt warden.

Bewerbungsschluss ist der 13. Februar 2018.
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der Neurowissenschaftlichen Gesellschaft e. V.

19. - 21. Februar 2018
Transcranial Stimulation and Neuronal Oscillations
Anmeldeschluss: 1. Februar 2018

Ort der Veranstaltung: Klinik Klinische Neurophy-
siologie, Universitdtsmedizin Gottingen, Robert-Koch-
Strafle 40, 37075 Gottingen

Themen: Transcranial magnetic-, direct current-, al-
ternating current and random noise stimulation, theore-
tical background of the stimulation, modelling, research
and clinical applications; neuronal oscillations, cogniti-
on, network activity

Organisation und Anmeldung: apl. Prof. Andrea
Antal, Tel.: 0551 398461, Fax: 0551 398126, E-Mail: AAntal
@gwdg.de

26. Februar - 2. Mirz 2018
Anatomy of the Human Central Nervous System
Anmeldeschluss: 19. Januar 2018

Ort der Veranstaltung: Center for Biomedical Re-
search (ZBF), Helmholtzstr. 8/1, 89081 Ulm

Themen: Introduction into neuroanatomical tech-
niques to study the neuroanatomy of the human brain;
Anatomy of the human spinal cord, brainstem, dience-
phalon and telencephalon; Pathological anatomy of the
human brain and spinal cord in neurodegenerative disor-
ders

Organisation und Anmeldung: Prof. Dr. Deniz
Yilmazer-Hanke, Tel. (Office): 0731/500-45866, Tel. (Lab):
0731/500-56393, E-mail: deniz.yilmazer-hanke@uni-
ulm.de

15. - 16. Midrz 2018
Behavioral Testing in Rodents
Anmeldeschluss: 16. Februar 2018

Ort der Veranstaltung: Interdisciplinary Neurobeha-
vioral Core INBC, University of Heidelberg INF 515; 69120
Heidelberg

Themen: Behavioral testing in rodents: from cogniti-
on, motor function, emotion, anxiety to pain. A hands-on
course

Organisation und Anmeldung: Dr. Claudia Pitzer,
Tel.: 06221 1858504, E-Mail: Claudia.Pitzer@Pharma.uni-
Heidelberg.de, Web: http://www.medizinische-fakultaet-
hd.uni-heidelberg.de/Home.111344.0.html

23. - 24, April 2018
Cerebral Ischemia: in vivo and in vitro Models
Anmeldeschluss: 5. Mdrz 2018

Ort der Veranstaltung: Abteilung fiir Experimentelle
Neurologie/Zentrum fiir Schlaganfallforschung, Charité
Universitatsmedizin Berlin, Charitéplatz 1, 10117 Berlin

Themen: Compact introduction to the pathophysiolo-
gy of cerebral ischemia and the preclinical methods used
to study it, including video and live demonstrations of
the most relevant in vitro and in vivo models of cerebral
ischemia (in particular stroke), and behavioral analysis,
with a special focus quality aspects, pitfalls, and clinical
relevance.

Organisation und Anmeldung: Gabriela Seidel-
Hart, Tel.: 030 4505 60122, Fax: 030 4505 60942, E-Mail:
gabriela.seidel@charite.de

23. - 25. April 2018
Multiple Target Identification in the Nervous System
Anmeldeschluss: 31. Mdrz 2018

Ort der Veranstaltung: Johannes Gutenberg Uni-
versity Medical Centre, Department of Physiological Che-
mistry, Duesbergweg 6, 55128 Mainz

Themen: Introduction to the theory of and extensive
hands-on training in the in situ hybridisation technique.
Particular attention will be paid to: (i) biological sample
preparation; (ii) probe design and labeling; (iii) signal
amplification; (iv) analysis and evaluation of obtained
data; (v) detailed troubleshooting for all steps required.
This year’s special focus will be simultaneous detection
of mRNA and protein molecules in the nervous system
(http://www.site-of-kriszta.eu/nwg-course).

Organisation und Anmeldung: Dr. Krisztina Mo-
nory, Tel.: 06131 39 24 551, Fax.: 06131 39 23 536, E-mail:
monory@uni-mainz.de

20. - 21. September 2018
Functional Neuroanatomy of the Mouse II: Dorsal Tha-
lamus and Telencephalon
Anmeldeschluss: 15. Juni 2018
Ort der Veranstaltung: Zentrum Anatomie, Universi-
tatsklinik Koln, Gebdude 35, Joseph-Stelzmann-Strafle 9,
50924 Koln
Themen: Introduction into the functionally impor-
tant thalamic nuclei and their relation to the cerebral cor-
tex, hippocampus with Excursus: Models of Alzheimer’s.
Organisation: Prof. Dr. Hannsjorg Schroder
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Anmeldung: Frau Petra Liick, Tel.: 0221 478 5000,
Fax: 0221 478 5318, E-Mail: schroeder.anatomie@uni-
koeln.de, E-Mail: petra.lueck@uk-koeln.de

24, - 28. September 2018
Imaging of the Synaptic Organization
Anmeldeschluss: 1. Juni 2018

Ort der Veranstaltung: LIN Leibniz Institute for Neu-
robiology, Brenneckestrafie 6, 39118 Magdeburg

Themen: Live cell imaging of synaptic function,
multichannel 3D STED, lightsheet, single particle tra-
cking-PALM, single particle tracking (QDots), Ca-imaging
(GCaMP), FLIM/FRET, 3D image analysis, deconvolution

Organisation: Werner Zuschratter, Special Laborato-
ry Electron- & Laserscanning Microscope, Martin Heine,
Research Group Molecular Physiology

Anmeldung: Ines Kaiser, Combinatorial Neurolma-
ging Core Facility (CNI), Leibniz Institute for Neurobiology,
Tel.: 0391 6263 92182, E-Mail: cni-reg@lin-magdeburg.de

26. — 29. September 2018
Social Neuroscience in Rodents
Anmeldeschluss: 1. Juli 2018

Ort der Veranstaltung: Behavioral Neuroscienec, Fa-
culty of Psychology, Philipps-University of Marburg, Gu-
tenbergstr. 18, 35032 Marburg

Themen: Behavioral phenotyping and ultrasonic
vocalizations in rodent models of neuropsychiatric dis-
orders: maternal and play behavior; social interaction;
communication (affective, ultrasonic, olfactory); recor-
ding/analysis and playback of ultrasonic vocalizations;
behavioral analysis; in vivo pharmacology and electro-
physiology; stereological analysis of neuronal activity and
plasticity, animal models of autism, schizophrenia, and of
anxiety, depression

Neueintritte

Folgende Kolleginnen und Kollegen diirfen wir als Mitglie-
der der Neurowissenschaftlichen Gesellschaft begriifien:

Azevedo, Tiago M. (Cambridge, UK)
Bender, Franziska (Berlin)

Farfers, Marcel (Diisseldorf)
Gardner, Wilf (Freiburg)

Gollin, Arne (Bielefeld)

Gualtieri, Dr. Fabio (Miinchen)
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Organisation und Anmeldung: Dr. Markus Wohr,
Tel.: 06421 2823612, Fax: 06421 2823610, E-Mail: markus.
woehr@staff.uni-marburg.de

7. — 12. Oktober 2018
Analysis and Models in Neurophysiology
Anmeldeschluss: 30. Juni 2018

Ort der Veranstaltung: Bernstein Center Freiburg,
Hansastr. 9a, 79104 Freiburg

Themen: Lectures and exercises in Mathematica and
Matlab about: neuron models and point processes, local
field potentials, functional Imaging; neural decoding

Organisation und Anmeldung: Birgit Ahrens, Tel.:
0761 203 9575, Fax: 0761 203 9559, E-Mail: nwg-course
@bcf.uni-freiburg.de

10. - 11. Oktober 2018
Tiibingen Systems Neuroscience Symposium 2018
Anmeldeschluss: 15. September 2018

Ort der Veranstaltung: MEG-Zentrum der Universitdt
Tiibingen, Otfried-Miiller-Straf3e 47, 72072 Tiibingen

Themen: Das jahrliche Symposium bringt fithrende
Wissenschaftler der systemischen Neurowissenschaf-
ten zusammen. Das Themenspektrum der Veranstaltung
reicht von neurophysiologischen Untersuchungen an
Tieren bis zu funktionell-bildgebenden Studien am Men-
schen (MEG, EEG, fMRI). Ein Schwerpunkt des Sympo-
siums liegt in der Prdsentation aktueller Methoden. Die
Vortrédge richten sich an Studenten und Wissenschaftler
mit einem fundierten Basiswissen.

Organisation und Anmeldung: Prof. Dr. Christoph
Braun, Tel: 07071 29 87706, Fax: 07071 29 5706, E-Mail:
christoph.braun@uni-tuebingen.de

Details unter http://nwg-info.de/aktivitaeten/kurse_
workshops/2018

Lee, Prof. Suk-Ho (Seoul, South Korea)
Marter, Dr. Kathrin (Magdeburg)
Nitzan, Noam (Berlin)

Tudja, Szabina (Freiburg)

Wieters, Frederique (K61n)

Wild, Benedict (G6ttingen)

Der Mitgliedsstand zum 1. September 2017 betrdgt 2.202
Mitglieder.
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Ausblick

Fiir die ndchsten Ausgaben von Neuroforum werden fol-
gende Beitrdge vorbereitet:

Krug, Kristine
Die neuralen Signale, die Wahrnehmung verdndern

Windmann, Sabine
Altruismus aus Sicht der Sozialen Neurowissenschaf-
ten

Preview

The following contributions are in preparation for the next
issues of Neuroforum:

Krug, Kristine
The neural events that change perception

Windmann, Sabine
Altruism from the Perspective of the Social Neuro-
sciences
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Busse, Laura

Einfluf3 von Locomotion auf die sensorische Informa-
tionsverarbeitung und die zugrundeliegenden neuro-
nalen Schaltkreise

Lowel, Sigrid
Lebensbedingungen haben einen starken Einfluf3 auf
die Plastizitit des Gehirns

Liss, Birgit

Selective degeneration of dopamine neurons in Par-
kinson’s disease: emerging roles of altered calcium
homeostasis and nucleolar function

Busse, Laura
Influence of Locomotion on sensory information pro-
cessing and the underlying neuronal circuits

Loéwel, Sigrid
Environmental conditions strongly affect brain plas-
ticity

Liss, Birgit

Selective degeneration of dopamine neurons in Par-
kinson’s disease: emerging roles of altered calcium
homeostasis and nucleolar function
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Die Neurowissenschaftliche Kontakt: Anne Karina Feldmeth

Gesellschaft e.V. (NWG) bietet Tel.: 0761 2039575

bundesweit kostenlose E-Mail: anne.karina.feldmeth@bcf.uni-freiburg.de et Pt Pz [t BEn
Fortbildungsveranstaltungen fiir Tel.: 0391 6755001
(Oberstufen-)lehrerinnen an. 8.November 2017 | Berlin E-Mail: madeleine.stiefel@ovgu.de
Interessierte Lehrerinnen

sind herzlich zur Teilnahme Kontakt: Helga Fenz 14. Marz 2018 Le|p2|g
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E-Mail: helgafenz@aol.com
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Das Internetportal zum Thema
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Kontakt: Prof. Dr. Andreas Draguhn/Susanne Bechtel Fir die Anmeldung zur jeweiligen Veranstaltung
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der Neurowissenschaftlichen 18. Juni 2018 | Berlin
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Forum of Neuroscience

7-11 July 2018 | Berlin, Germany

Organised by the Federation of European Neuroscience Societies (FENS)
Hosted by The German Neuroscience Society

i
The 20”‘ Anniversary of FENS

Where European neuroscience meets the world

SAVE THE DATE

FENS Forum 2018 has an exciting scientific programme, together with the‘Bridging Knowledge Session,
special interest events, satellite events, networking events, business meetings and much more.

List of themes:  Development - Excitability, synaptic transmission, network functions « Disorders of the
nervous system « Sensory and motor systemss « Sleep, autonomic and neuroendocrine

O systems « Cognition and behaviour « Computational neuroscience « Novel Methods and
Technology Development.

KEY DATES

1 July 2017: Preliminary scientific programme online

1 Dec 2017 - 13 Feb 2018: Early registration and abstract submission
1 Dec 2017 - 13 Feb 2018: FENS-IBRO/PERC travel grants applications

FENS

Faderation of NEUROWISSENSCHAFTLICHE

erseece: QR www.fens.org/2018  [a]

Societles




Drill and Injection Robot Smart BregmaFinder

High Throughput Drill & Inject + Bregma Detection
Multiple Animal Procedures « Camera-Driven Positioning
Multisite Injections +  Experiment Monitoring
No Tooll Exchange + Video Streaming
Glass Capillary Injector HistoMatch

Ultraprecise Nanoinjection + Histology Slice Digitization
Wireless Injection Control +  Smart Atlas Matching

In Vitro or In Vivo Experiments + Intuitive Slice Manipulation
PC and SmartPhone Control + Easy and High Throughput

Neurostar GmbH ¢ Kéhnerweg 1 e 72072 Tubingen ¢ Germany NEU ROSTAR

www.neurostar.de e info@neurostar.de ® +49 7071 770 44 60

LUTIONS FOR THE FUTURE






